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RESUMO

O Potato virusY (PVY) era originalmente dividido em trés pringip
grupos de estirpes, denominadas de BVAWY® e PVY®, porém, devido ao
constante aparecimento de novos variantes gengétiovas estirpes tém sido
propostas, como P\fYe PVY. Dentro de cada um desses grupos de estirpes,
existe ainda uma grande variabilidade, o que tesse virus um dos mais
dificeis de serem controlados. Algumas cultivaresdtata, como a ‘Agata’,
sdo mais resistentes e, as vezes, se apresentartoradicas no campo,
dependendo do isolado e das condi¢cdes ambientesse abalho, 26 isolados
de PVY, coletados em diferentes localidades de #$ierais, foram
caracterizados por meio de métodos biolégicos,|@gicms e moleculares e
inoculados mecanicamente na batata cv. Agata, queaédas mais plantadas
no Brasil, para investigar a reacdo dessa culttharante trés geracgbes
sucessivas. Na caracterizacdo biolégica, esseadm®l foram inoculados
mecanicamente em plantas de batata com ‘backgraerdtico conhecido e
em plantas de fumo. Posteriormente, foram realgzafl&S-ELISA com
anticorpos monoclonais e RT-PCR multiplex. Além sass 26 isolados
coletados, mais 5 isolados, pertencentes a Coldgadtrus do Laboratério de
Virologia da UFLA, foram inoculados em plantas deaba cv. Agata e os
sintomas avaliados em trés gerac¢des consecutiess2® isolados, um deles,
o DMO-AG-1, foi classificado como PV por induzir reacdo de HR nas
cultivares Maris Bard e Desiree e pelos resultadoslégicos e de RT-PCR. O
isolado MF-AG-52 se portou de maneira diferenteesigerada, apresentando
reacdo para anticorpo monoclonal PV¥ padrdo de bandas especifico para
PVY"™ no RT-PCR. Sete isolados foram classificados c&viy""' e os
restantes como PVY". Quando inoculados na cv. Agata, dos 31 isolados
testados, cinco ndo induziram sintoma de mosaiEsAS-2 (PVYN'W'), ALF-

VI, MF-AG-105 e SGOT-AR (PVY™), e os demais induziram sintomas que
variaram de mosaico leve a severo, dependendo rdgage Dois isolados
pertencentes ao grupo PVY', sendo um que ndo induziu sintoma AD-AG-2
e outro que induziu sintoma, tiveram 0 seu genonompietamente
sequenciado e comparados entre si e com outrasdaoldoGenBank O
mesmo foi feito com dois isolados de PV ja sequenciados anteriormente.
N&o foi possivel correlacionar a inducdo ou nasid®mas com diferencas no
genoma desses isolados.

Palavras-chave: Caracterizacao bioldgica. Teste ol&ypco.
Hipersensibilidade. Caracterizacdo molecular.



ABSTRACT

The Potato virus Y (PVY) was originally divided éanthree main
groups of strains, PVY PVY® and PVY¥. Due to the constant new genetic
variants arising, new strains have been proposé@Va$§ and PVY. Within
each of these groups of strains, there is stiteatgvariability which makes this
virus one of the most difficult to be controllecbrSe potato cultivars, such as
Agata, are more resistant and sometimes they grapasmatic in the field,
depending on the environmental conditions and ftisolén this work, 26
isolates of PVY were collected at different sitedlinas Gerais, characterized
by biological, serological and molecular methodw] emechanically inoculated
in potato cv. Agata, one of the most cultivatedBirazil, to investigate this
cultivar reaction for three successive generations biological
characterization, potato plants with known genétckground and tobacco
plants were mechanically inoculated with theses2fates. Then, TAS-ELISA
with monoclonal antibodies and multiplex RT-PCR everarried out. In
addition to these 26 strains, five isolates belogdo the virus collection of the
Virology Lab from UFLA in potato plants cv. Agagad the symptoms were
evaluated in three consecutive generations. OnbeoR6 isolates, the DMO-
AG-1, was classified as P\?Y by inducing HR reaction in cvs. Maris Bard
and Desiree and by serological and RT-PCR resilie. strain MF-AG-52
behaves different than expected, reacting to ®¥hnoclonal antibody and
showing specific standard bands to PV¥in RT-PCR assay. Seven isolates
were classified as PVY" and the others as PVY. Four of the 31 isolates
tested, do not induced mosaic symptom when incedlat cv. Agata: AD-
AG-2 (PVY"™), ALF-VI, MF-AG-105 and SGOT-AR (PVY™), and the
others induced symptoms that ranged from mediumsduere mosaic,
depending on the generation. Two isolates belantnPVY'"™' group, one
not inducing symptom: AD-AG-2, and another thatuoeld had their genome
completely sequenced and compared with each otitewith others isolates
from GenBank. The same was done with two isolates1 fPVY"™ group
previously sequenced. It was unable to correladntuction of symptoms or
not with differences in the genome of these isslate

Keywords: Biological characterization. Serologictst. Hypersensitivity.
Molecular characterization.
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CAPIiTULO 1

1 INTRODUGAO GERAL

A cultura da batataSplanum tuberosurh.) é amplamente distribuida
no Brasil, sendo os estados de Minas Gerais, Sélo BaParana os maiores
produtores (ANUARIO..., 2011). Entretanto, nesssgfes, as temperaturas
de inverno sdo amenas, raramente baixando a pomto redluzir
significativamente a populacéo de afideos, fazexdo que insetos vetores de
virus permanecam ativos durante todo ano. Issocfez que as doencas
viréticas sejam de grande relevancia para estaurayltdestacando-se o
enrolamento da folha da batata, causado Petato leafroll virus(PLRV), o
mosaico, causado pelRotato virusY (PVY) e as infec¢Bes latentes, causadas
peloPotato virusS (PVS) ePotato virusX (PVX), que se tornam importantes
quando associados ao PLRV e PVY.

O PVY é um dos patdogenos de plantas mais impogante
economicamente e esta entre 0s cinco virus quecaasam danos em campos
de producédo de vegetais (KERLAN et al., 2011; LOEBEEIN et al., 2001,
MILNE, 1988). Atualmente, o PVY é considerado ousiresponsavel por
maior queda de produtividade na cultura da batkeido, principalmente, a
introducdo de estirpes com maior capacidade deerdisacdo nos campos
produtores (FIGUEIRA et al., 1996). Avila et gR009), analisando a
ocorréncia de viroses em lavouras de batata, em estados brasileiros,
constataram que o PVY apareceu como o virus dernmagmrtancia, com até
100% de incidéncia, enquanto PLRV e PVS atingiraoidéncia maxima de
25%.
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O PVY pertence ao génerBotyvirus que é 0 maior e o mais
importante dentro da familiRotiviridag infectando diversas plantas, tanto
monocotiledéneas como dicotiledéneas. Este géneronétituido por virus
transmitidos por afideos e que possuem apenas umpocente gendmico
(ADAMS; ANTONTW; FAUQUET, 2005; FAUQUET et al., 260
REGENMORTEL et al., 2000).

O principal sintoma associado ao PVY é denominagldnabsaico”,
devido as diferentes tonalidades de verde obsesvads folhas das plantas
infectadas por estes virus. E comum que, antepa@emento do mosaico
caracteristico, ocorra clorose internerval, quécaé multiplicagdo do virus
na planta. Outros sintomas, que também podem ocosé® necrose e
deformacdo foliar, porém, é importante ressaltae @s sintomas sao
influenciados por fatores ambientais, estirpe eentracdo do virus, genétipo
e idade da planta infectada (KERLAN et al., 201 E ROMANCER;
KERLAN; NEDELLEC, 1994).

Singh et al. (2008) descreveram cinco estirpes\té PVY°, PVY",
PVY®, PVY? e PVY5, com base na interacdo dessas estirpes com genes d
resisténcia e sintomas de necrose ou mosaico drasfale fumo Nicotiana
tabacumL.) (BLANCO-URGOITI et al., 1998; BOKX; HUTTINGA1981;
JONES, 1990; KERLAN et al., 1999; LORENZEN et @006). As estirpes
mais conhecidas e com maior distribuicdo geografimo PVY, conhecido
como estirpe comum, que causa mosaico sistémicelieitor do geneNY; o
PVY", estirpe necrética que causa mosaico e necrogsaetas de fumo e o
PVY®, que provoca resposta de hipersensibilidade emtgslade batata que
possuem 0 genélc, sintoma conhecido como “stipple streak”. Ainda sa
conhecidos variantes da estirpe necrética, como, gxemplo, PV
PVYNTN, PVYNE-ll.
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Nem todas as cultivares de batata hoje comerdi@izapresentam
sintomas quando infectadas pelo PVY, como é o dastultivar Agata. Esta
cultivar é a mais plantada no Brasil, por apreses#eacteristicas que agradam
aos produtores, como tamanho e formato dos tulmcuiclo precoce e
elevado rendimento e ndo apresenta sintomas adstictss quando infectada
por algumas estirpes do PVY. Essas plantas asstittan apresentam uma
vantagem em termos de produtividade, porém, podeasianar prejuizos
inesperados, além de se tornar fonte de inGculoangpo, que é faciimente
transmitida por afideos (BOKX; HUTTINGA, 1981). Conesse virus é
transmitido de modo nao persistente ou estileteneoMyzus persicaeomo
o vetor mais eficiente (SIGVALD, 1984; VERBEEK €, a2009), o seu
controle no campo por meio de inseticidas temésdiicia limitada.

Com o objetivo de caracterizar os isolados de PVa#nalisar sua
relacdo com a batata cultivar Agata, realizou-sdauantamento dos isolados
presentes em maior incidéncia e com maior freqaédmzicampo nas principais
regides produtoras de Minas Gerais. Todos os igslémram caracterizados
biologicamente, incluindo a inoculacdo de cultigarde batata com
“background” genético conhecido, submetidos a sestroldgicos utilizando
anticorpos monoclonais e policlonais e testes mitdees. Quatro isolados
foram selecionados para o sequenciamento compteseuals genomas, com a
finalidade de inferir sobre possiveis regides gdoasnrelacionadas com a
reacdo sintomatologica da planta de batata cv.adgat
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econémica do PVY na bataticultura

Dentre os alimentos mais consumidos no mundo, atébatcupa o
terceiro lugar em ordem de importancia, devidongipalmente, a sua
versatilidade. A producdo mundial da cultura, em1®O0 foi de
aproximadamente 320 milhdes de toneladas, sendora ©@ maior produtor,
com 72 milhdes de toneladas, e o Brasil, com 31839.toneladas
(ANUARIO..., 2011). Segundo essa mesma fonte, MiBasais € o principal
estado produtor, contribuindo com 33% da produgédional.

Devido as condicdes climaticas favoraveis no Bradbatata pode ser
cultivada durante o ano inteiro, em diferentes Gegji (VECHI; HIRANO,
1984), em trés safras distintas, conhecidas cofma ‘s aguas”, “da seca” e
“de inverno”. A safra “das aguas” ocorre no periatdoagosto a dezembro,
principalmente com plantios nos estados do Rio @&rawo Sul, Santa Catarina,
Parana, Minas Gerais e Sao Paulo, sendo esta eermssiva. A safra “da
seca” ocorre no periodo de dezembro a abril era 53¢ inverno”, de abril a
julho (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTA -
IBGE, 2010).

A batata pode ser afetada por diversos tipos dedibgenos, como
fungos, bactérias, nematoides e virus, e o fato sde propagada
vegetativamente, somado as condi¢des climaticasildiras, torna os virus
patégenos de grande importancia, causando a degeéacia devido ao
acumulo destes nos tubérculos. Daniel et al. (200)aliando a
degenerescéncia das cultivares Elvira, Catucha, aNdan e Baronesa,
observaram que a incidéncia viral na primeira geva@riava de 7,5% a 42%
e na terceira geracdo variou de 35% a 64%, mostrandho é rapida a
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degenerescéncia dos tubérculos nas condicbes kuedfibtas brasileiras.
Outros autores afirmam que as perdas causadagrpsipedem variar de 10%
a 100% (ANDRADE; FIGUEIRA, 1991; BOKX; BUS, 1996; GKX;
HUTTINGA, 1981; KUS, 1995).

Os virus frequentemente associados a quedas dacfm de batata,
em ordem de importancia, s@otato virus Y(PVY), Potato leafroll virus
(PLRV), Potato virusS (PVS) ePotato virusX (PVX) (DANIELS, 1995;
FIGUEIRA, 1995). Camara, Cupertino e Filgueira @P8onstataram reducao
de até 50% na produtividade em lavouras infectguide PLRV, que é
conhecido como virus do enrolamento da folha, oisar este sintoma em
plantas de batata. Em razdo da introducéo, nolBdesuma estirpe de PVY
mais agressiva, 0 quadro epidemiolégico das virdsesnudado, passando
este a ser o principal virus associado a degemra@acda batata no pais
(FIGUEIRA, 1999).

Um levantamento realizado em lotes de batata semenestado de
Minas Gerais mostrou que, no ano de 1995, dos @@ knalisados, 12%
foram condenados, representando 14% da area pdariad 1997, foram
condenados cerca de 28% dos lotes, 0 que equivZ8tada area plantada.
Em 1998, os valores de condenacdo foram paralelesda ano anterior,
reduzindo em 2001. De 2002 a 2005, 31% da aredaplarfoi condenada,
sendo o PVY o principal causador das condena¢l&RAEDINO et al.,
2006).

Pesquisas recentes sobre a condenacdo de loteatata bemente
analisados em Minas Gerais, na Ultima década, dralic que houve um
decréscimo em relagdo a condenacgéo dos lotes @Y ,Ple 1,78%, 0,4%,
1,8% e 0,4%, nos Ultimos quatro anos, enquanto ¥ f8Vresponsavel pela
condenacéo de 12,5%, 13,9%, 17,4% e 7,7%, no mpenimdo, reafirmando

a importancia econdmica do PVY nesta regido (JESISE, 2010).
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2.2 Potato virus Y (PVY)

A familia Potiviridae é a de maior importancia dentro do grupo dos
fitovirus. Ela abrange aproximadamente 20% dos\damhecidos, incluindo o
Potato virusY (PVY), membro-tipo do génerBotyvirus (FAUQUET et al.,
2005; REGENMORTEL et al., 2000) que foi descritdapprimeira vez na
Inglaterra, por Smith, em 1931 (BOKX; HUTTINGA, 1B8BRUNT et al.,
1996).

Os Potyvirus causam sintomas que podem variar com a idade das
plantas infectadas, a concentracéo viral e oseatambientais, mas, de modo
geral, induzem mosaico, mosqueado, clorose acoragankle necrose e
deformacao foliar, além da combinacédo desses sagd®HUKLA; WARD;
BRUNT, 1994).

O PVY é um patégeno importante ndo sé para a euttarbatata, mas
também para outras solandceas cultivadas, como tdorticopersicon
sculentumMill.), pimentdo Capsicumspp.) e fumo Nicotiana tabacunl.)
(GLAIS; TRIBODET; KERLAN, 2002).

Segundo Romero et al. (2001), isolados de PVY gigetam campos
de producdo de pimentdo, geralmente, ndo causancad sistémica em
batata. Do mesmo modo, isolados de PVY de batataui®a capacidade
limitada de infectar plantas de pimentdo. Os aststgerem que isolados de
PVY que infectam o pimentdo causam sintomas meéslem plantas de fumo
(cv. Xanthi), quando comparados aos sintomas caggaelo virus Y isolado
de batata. Em contrapartida, isolados de PVY odsrdk batata e pimentéo,
gue nao apresentam diferencas bioldgicas, infetaaiimente tomate e fumo,
tornando os critérios de distincdo destes isoladosis trabalhosos
(SCHUBERT et al., 2007). Moury (2010) sugere queaptacéo do virus ao
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pimentdo Capsicumspp.) e a batata foi modificada vérias vezes deran
historia evolutiva.

Este virus pode ser transmitido por métodos megdnanxertia e por
insetos vetores, dentre os quaisMgzus persicaeé 0 mais eficiente. A
transmisséo por afideos € do tipo ndo persistanistiletar, ou seja, 0 virus
estd associado ao estilete do inseto, podendo dgpririddlo em um breve
periodo de tempo e inoculado imediatamente ap@siiaigdo, e a retencdo do
virus no estilete do inseto é limitada a um curtmigdo (BOKX, 1987).
Diferentes espécies de afideos podem transmitirus xom grau variado de
eficiéncia, dependendo da espécie do vetor e dipessto PVY. Ja foram
relatadas cerca de 70 espécies de afideos vewstswirus (BOITEAU et al.,
1988; BOKX; HUTTINGA, 1981; BOKX; PIRON, 1990; GIE3N; PAYNE;
KATINS, 1988; KOSTIW, 1979; ORLANDO; SIBERSCHMIDT1945;
POWELL; HARRISON; SPILLER, 1992; SIGVALD, 1984). ek et al.
(2009) confirmam a alta eficiéncia dé. persicaena transmissédo do PVY e
ainda afirmam que este vetor transmite, com a me=finacia, os variantes
PVY", PVYV™™ e PVY"™ Da mesma forma, ndo foi observada diferenca na
transmissibilidade pel®/. persicaeentre PVY e PVY'™ (MELLO et al.,
2011).

2.2.1 Caracteriza¢ao molecular

O PVY é composto por uma Unica particula de RNAsem genoma,
sendo esta de fita simples, infecciosa, alongaeiiy€l, medindo em torno de
730 nm de comprimento e 11 nm de didmetro, com tificio central de 2-3
nm de diametro, contendo, em média, 9,7 Kb (BOKXITHINGA, 1981,
HOLLINGS; BRUNT, 1981). O genoma viral é ligado etentemente a uma
VPg, no terminal 5’ e a uma cauda poli A na extdade 3’ (Figura 1).
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Figura 1 Esquema do genoma do PVY

Até pouco tempo atrds, era conhecida apenas unta Wmidade
codificadora traduzivel (“open reading frame” - QREuja traducao origina
uma poliproteina pesando aproximadamente 350 kDa,égposteriormente
processada por trés proteases, contidas em sudapséguéncia, originando
dez proteinas funcionais. Porém, recentementalefsioberta uma nova ORF
de tamanho reduzido, incorporada a ORF maior, praisisamente na regido
P3, e possui, provavelmente, a mesma funcao daipaoP3 (CHUNG et al.,
2008).

A proteina denominada P1 exerce funcdo de proteais® na
sintomatologia e na movimentacéo célula a célularoteina HC-PRO tem a
funcdo de transmissao por afideos, protease, matégao sistémica do virus,
autointeracdo, sintomatologia e supressdo do &leento génico; a P3,
patogenicidade na planta e replicacdo; a Cl atusepbcagcdo do genoma,
ATPase/RNA helicase e movimento célula a célulgprateina 6K2 tem a
funcdo de ancoramento do complexo de replicacé wia membrana da
célula; a VPg age na replicacdo do genoma e naiéisjggde em relacdo ao
hospedeiro; a Nla-Pro age na localizacdo celukaproteinase e na interacéo
proteina-proteina; a NIb RNA é polimerase depermddatRNA e também esta
envolvida na replicagdo do genoma; a 6K1 néo tegaasua funcdo elucidada
e, por fim, a CP atua na transmisséo por afidensavimento célula a célula,
na montagem da particula viral e replicacdo VitARCUQUI-INCHIMA;
HAENNI; BERNARDI, 2001), além das regifes 5 e 3&m traduziveis
(5'NTR e 3'NTR).
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2.3 Estirpes do Potato virus Y

Isolados do PVY apresentam-se diferentes com @lagh
patogenicidade e a sintomatologia em diferente®obsp hospedeiras, a
sorologia e aos dados moleculares, propriedades este estdo, em parte,
relacionadas a filogenia do PVY (BOKX; HUTTINGA, 8B GEBRE-
SELASSIE et al.,, 1985; GOODING; TOLIN, 1973). A nentlatura das
estirpes deste virus tem sido dividida com baspeaaimente, em sua
capacidade ou nao de induzir necrose em difereatégares de batata ou em
fumo, quando inoculadas experimentalmente (SING#l.£2008).

Os primeiros estudos de resisténcia em batataselmpdo ao PVY
mostraram uma heranca do tipo monogénica domin@hitEr TON, 1945;
JONES, 1990). Dessa forma, 0 uso de cultivaresetiiféais torna possivel a
distincdo entre as estirpes com base na respostaipgesensibilidade.
Baseando-se nesta reacdo de HR, Singh et al. (pé@&)seram cinco estirpes
de PVY, que sdo: PVY PVY®, PVY®, PVYF e PVY, que estdo descritas na
Tabela 1.
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Tabela 1 Estirpes, sinbnimos e definicdo do PVY

Estirpes  Variantes Sinbnimos Definicdo

PVYO PVY© PBYS EgtirpeCommomu ordinary,
elicitores do gendlY
Estirpe  Tobacco  veinal
necrosis isolados que nao
causam PTNRD

PVY" isolados capazes de
causar PTNRD

PVYEUN pyyNAN NA-
PVYN, PVYR, PVY™W

EU-PVYN™N Eu-PVYTN,
pvyN PVYNTN  pyYEUNTN py\/yNN

[=Va% PvYN

pyYNWisa by NW Isola(_JIo_s recombinantes,
PVYN-Wi-P, PVYN© fenotlplpamente PVY, mas
sorologicamente P\

PVY® PVY® PVY®S! PVY©? Estirpe C, elicitor do gendc

z z Estirpe  Z, elicitor do
PVY PVY proposto genélz
Estirpe E, isolados que nao
sdo elicitores dos genddy,
Nc e Nz e ndo causam
necrose em tabaco.

pvyN =VA%

PVYE PVYE PVYZ#E

Fonte: Singh et al. (2008)

A estirpe PVY (ordinary strain) induz reacéio de hipersensibilidade
em cultivares de batata que possuem o gbytler, como a ‘Desiree’ e ‘Maris
Bard’(BOKX; HUTTINGA, 1981; JONES, 1990; KARASEV all., 2011;
KERLAN et al., 1999; SINHG et al., 2008). De mangjeral, em batata e em
fumo (Nicotiana tabacumL.), essa estirpe causa mosaico com diferentes
intensidades e erRhysalis floridana causa desfolha. Embora o P¥¥eja
mais relatado na América do Norte, sua distribuiggio cosmopolita
(BANTTARI et al., 1993) e sua descricdo no Brasibrweu, pela primeira vez,
em 1939 (SILBESCHMIDT; NOBREGA; KRAMER, 1941; SOUAAAS,
2001).

O PVY® (common straipinduz reacéo de necrose sistémica “sttiple-
streak” em cultivares de batata que carregam o l§ensomo, por exemplo, a
‘King Edward’ (COCKERHAM, 1945, 1970; KERLAN et al2011). Esta

estirpe é dividida em dois grupos, C1 e C2, dedacoom a capacidade ou ndo
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de infectar pimentdo cv. Yolo Wonder, respectivaimemem capacidade de
ser transmitido pelo afide®. persicae porém, essa transmissibilidade é
restrita a apenas alguns isolados do P\W¥que, possivelmente, justifica sua
distribuicdo geografica limitada (BLANCO-URGOITI etl., 1998). Essa
estirpe ja foi relatada na Australia, na Europa, Nwva Zelandia e nas
Américas (LORENZEN et al., 2006). No Brasil, essstirpe ndo foi
encontrada em plantacbes comerciais, até o mom@\oLA; MELO;
LEITE, 2007; DANIELS, 2000).

Na década de 1980, na Espanha, os genomas dealaos de PVY
apresentaram-se muito semelhante & estirpe “PVporém, reagiam
sorologicamente ao P\We n&o causavam necrose em folhas de fumo
(BLANCO-URGOITI et al.,, 1998). Esse novo grupo deYPtambém foi
descrito como sendo capaz de superar tanto o Ngti® quantoNc, mas
causava HR em cultivares que carregam um geneéhipmtdenominaddz,
presente em cultivares como ‘Pentland Ivory' e ‘MaBard’ (JOHNSTON;
ROWBERRY, 1981). Essa estirpe foi entdo denomird¥”. Mais tarde,
um novo grupo, denominado PY¥\Ycaracterizou-se como sendo capaz de
superar os genddytbr, Nc e Nz, e também nao causar necrose em tabaco
(KERLAN et al., 1999). A incidéncia, a distribuicg§eografica e a importancia
do PVY* e PVY nunca foram estudadas, porém, recentemente, siiiglos
encontrados no Brasil, denominados PVY-AGA e PVYMN|@oletados em
Minas Gerais e Sdo Paulo, respectivamente, forassificados como PV
(GALVINO-COSTA et al., 2011).

A estirpe PVY' (necrotic strain ndo induz reacdo de HR em batatas
que possuem o gemdy e Nc, porém, induz necrose sistémica em plantas de
fumo e ndo provoca desfolha eRhysalis Esta estirpe foi registrada na
Europa, na América do Sul e na América do NorteL{ELSTACE-SMITH;
VILLEERS, 1997). No Brasil, foi detectada em lotde batata-semente
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oriundos da Argentina (SOUZA-DIAS, 1998). Podetsgnsmitida por insetos
e oM. persicaeg 0 mais eficiente. Recentemente, foi relatada sarssinissao
por outros afideos, comaphis frangulaee Phorodon humuli porém, com

menor eficiéncia (VERBEEK et al., 2009).

De modo geral, o PVY pode ser separado em doioogrsprolégicos,
utilizando anticorpos monoclonais. O primeiro grugVY®< ou PVY°
sorotipo C, inclui o PVY, PVY® e PVY"'W' (NIE; SINGH, 2003). O segundo
grupo, denominado PVYou sorotipo N, inclui o PVYe o PVYY™ (CHIKH
ALI; MAOKA; NATSUAKI, 2007). Porém, recentementefruterceiro grupo
soroldgico foi descrito para isolados de PAportadores de uma mutagéo
pontual em seu genoma, localizada no nucleotideb,6&7, o qual foi
substituido por um G-1,627, o que ocasionou umaamgedde aminoécido de
D-205 para G-205, na regido terminal da Hc-Pro.edita-se que essa
substituicdo seja a responsavel pela identificagésses isolados pelo
anticorpo monoclonal 1F5 (ELLIS; STACE-SMITH; VILERS, 1996;
KARASEYV et al., 2010) anteriormente relatado comspegifico apenas para
isolados pertencentes ao sorotipo N. Dessa forsseseisolados de PVY
foram classificados como P\MO5 e reagem positivamente para 0s anticorpos
especificos do grupo sorolégico O e também ao@piicespecifico do grupo
N, 1F5 (Agdia) (KARASEYV et al., 2010).

2.3.2 Variantes da estirpe necrética do PVY

Os sintomas varidveis causados pelo PVY se devefataale este
virus possuir alta variabilidade genética dentro ed@écie. Essa grande
variabilidade ocorre devido a associacdo de se@magendmicos e também
por meio de fendmenos como mutagcdo e recombinapd®,resultam no

surgimento de novas estirpes e, ainda, de variag@sticos também
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denominados subgrupos, capazes de acarretar peat@sderaveis na
producédo (GLAIS; TRIBODET; KERLAN, 2002).

Na década de 1980, novos isolados de P\idfam relatados na
Hungria, causando sintomas atipicos de anéis mnemsohos tubérculos de
batata potato tuber necrotic rinspot diseadeTNRD). Esse sintoma inicia-se
com o aparecimento de manchas escuras na supelieiribérculos, que se
expandem formando arcos e anéis, que evoluem, d#gendo lesdes
deprimidas na superficie dos tubérculos. Isolados gpresentaram esse
sintoma foram, entdo, classificados como sendo w@amame da estirpe
necrética do PVY denominado PVY (BECZENER et al., 1984). Sabe-se,
hoje, que este variante pode ainda causar enrolanagical em cultivares
suscetiveis (SILVA, 2008). Sua ocorréncia foi ad@ em varios paises da
Europa (Alemanha, Austria, Bélgica, Dinamarca, EaarHolanda e Polbnia)
(BECZNER et al.,1984; KERLAN; LE ROMANCER, 1992; KUS; 1995;
STEINBACH; HAMANN, 1989), no Libano (LE ROMANCER; ERLAN;
NEDELLEC, 1994), na América do Norte (NIE; SINGH|N&H, 2004;
PICHE et al., 2004) e no Japdo. No Brasil, foi desgela primeira vez por
Souza-Dias, em 1996 e notificado ao Ministério dmidultura em 1997, pelo
Instituto Agrondmico de Campinas (SOUZA-DIAS; TRISD, 1997).

O surgimento do PVN'N, possivelmente, é decorrente de eventos de
recombinacdo entre os genomas de Pw PVY', e os pontos de
recombinacdo estdo presentes nas regibes HC-RTt¥3/, 6K./Nla e
CP/3'NTR (GLAIS; TRIBODET; KERLAN, 2002).

Outro variante do PVY, denominado PVY" foi detectado em 1984,
na Polonia (CHRZANOWSKA, 1991). Posteriormente,lados similares
foram relatados na América do Norte, denominado¥ ¥\ (MCDONALD;
SILVA, 1996; PICHE et al., 2004). Sing et al. (2D@Bopuseram um Unico

nome para essa variante de PN, que abrange os acrénimos PV'9?,
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PVYNY pyYNWP o pyYNO Nos Gltimos anos, isolados desta estirpe vém
sendo encontrados em varias regides da América atte NXIANZHOU;
SINGH, 2003) e também ja foram relatados no Bré&iGUEIRA et al.,
20009).

Este variante é derivado, possivelmente, da recwanpld entre duas
estirpes, pois andlise da sequencia do genomagifiorda CP do PVY"
mostra pontos de recombinagdo com o P\rda proteina P1 com PVY
(GLAIS; TRIBODET; KERLAN, 2002; MCDONALD; KRISTJANSON,
1993). A diferenciacéo entre o P?¥¢ o PVY*"™ pode ser feita por meio de
anticorpo monoclonal para P\YXIANZHOU; SINGH, 2003) visto que esse
subgrupo é incapaz de reagir com anticorpo monatlgara PVY
(CHRZANOWSKA, 1991, 1994). Outra caracteristica tdesariante é a
capacidade de induzir necrose em folhas de fumbgrsa tipico do PVY.
Porém, Barker et al. (2009) observaram que algsokdos do PVYW
também sdo capazes de causar anéis necréticashéosulos de batata.

O PVY"**representa um novo variante do PV possui 0 genoma
intermediario entre PVW e PVYYN™  Por meio de comparacdo de
sequéncias de nucleotideos da CP, o NE-11 apres@aiév% de similaridade
com isolados de PVYe causou sintomas de mosaico leve em folhas déabat
sendo caracteristico do PYYLORENZEN et al., 2008).

Recentemente, foi detectado, na Siria, um proposto variante de
PVY denominado PVY™"W que compartilha sequéncias genémicas do
PVYN™ e PVY"Wi Este variante tem sido amplamente encontradceenpas
de producdo de batata naquele. O BUY" induz necrose internerval em
fumo e reage com anticorpo monoclonal para P\®aracteristica tipica de
PVY"W porém, causa PTNRD em tubérculos, fenétipo refeco ao
PVYN™N (CHIKH ALI; MAOKA; NATSUAKI, 2010).
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Atualmente, novos isolados do variante NTN foraentdicados nos
Estados Unidos, Dinamarca, Nova Zelandia, AlemaRlo#)nia e Japédo, que
foram associados ao sintoma PTNRD, mas que nacepayam pontos de
recombinacéo na regido CP (BOONHAM et al., 2002, AQ(A et al., 2008;
SCHUBERT et al., 2007). Alguns desses isoladosfoéan detectados pelo
conjunto de primers desenhados para PVYY¥ europeu (EU-PVY™)
(WEIDEMANN; MAISS, 1996) e foram entdo denominad®¢Y"™ norte-
americanos (NA-PVY™) (WEILGUNY; SINGH, 1998).

Singh et al. (2008) propuseram o agrupamento ddPEY"™ e do
NA-PVYN™ de forma a serem denominados PNY Esse agrupamento foi
proposto ndo s0 com base em dados moleculares, tavabém na
sintomatologia, na patogenicidade e na distribuigéografica, entre outras
caracteristicas (Tabela 1). No ano de 2006, foistztada a presenca do
variante EU-PVY™ na América do Norte (LORENZEN et al., 2006).

Rabelo Filho (2008), estudando diversos isolat®VY em Minas
Gerais, observou que 50% desses isolados erampal®WY'™, ressaltando a
importancia deste virus para esta regido. O mesimexpresso por Camargos
(2009), que constatou que isolados que causavars a@&roticos em
tubérculos pertenciam ao variante PV, Avila et al. (2009), analisando os
variantes e estirpes do PVY em Minas Gerais, SadoP&spirito Santo,
Bahia, Santa Catarina, Parana e Goias, constatanaresenca do PVYem
todos esses estados e que mais de 80% da incidEnEY era causada pela
estirpe NTN. Além do mais, por meio de andlisecsimatoldgica, foi possivel
a diferenciacdo de dois isolados do variante NTdegdois isolados, quando
inoculados nas cultivares Mondial, Monalisa e Caha$s, apresentaram
sintomas diferentes. Um isolado apresentou sintadip@®s de encrestamento,

enquanto o outro induziu apenas mosaico com marthEgicas.
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Sawazaki et al. (2009) caracterizaram um isolado RyeYN™
registrado no estado de S&o Paulo, em campo deigfrodde batata cv.
Monalisa. Esse isolado, denominado IAC-PWY, teve a sequéncia de
nucleotideos da capa proteica e da proteina Plsatas$ e foi diagnosticado
como um isolado recombinante entre isolados eusdperie-americanos, que
compartilham um local de recombina¢éo na regidoRsa forma, o IAC-
PVYN™ pode representar uma relaco entre isolados dsil,Bda Europa e
norte-americanos, evidenciando uma possivel origemum para PVY/N™
da Europa e do Brasil.

Na China foi relatada, pela primeira vez, a preaselecdois isolados de
PVY recombinantes. Um dos isolados apresentou-séo nsemelhante ao
isolado EU-PVY'™, possuindo pontos de recombinacdes entre o EUNRVY
o PVY®. Outro isolado, denominado ‘HN2’, apresentou dardsticas de
recombinacdo entre o PYYEU-PVY" e PVY''W. O ‘HN2' ainda reage ao
sorotipo para PVY e causa sintomas tipicos de PV¥m tabaco e batata,
caracteristicas que também tém sido relacionadasmante PVY' "W, da
Siria (HU et al., 2009).

Em estudo realizado no norte da Tunisia, com 3adss de PVY, foi
demonstrado que 25 deles apresentaram-se comd'BVF¥sses resultados
ressaltam a alta incidéncia de PVY em todas as regides analisadas e em
todas as cultivares testadas, ‘Nicola’, ‘Paminatlds’ e ‘Spunta’. Os autores
ainda mostraram que o variante PVY nunca foi relatado em campos
produtores de batata na Tunisia (DJILANI-KHOUAD J4ak, 2010).

Andlises das sequéncias da CP de 75 isolados dedaWafricanos
mostraram que a grande maioria apresenta pontoscdenbinacdo entre as
estirpes PVY e PVY°, sendo, entdo, caracterizados como o variante"BVY
Trés desses isolados foram muito semelhantes alaslas PVY' de origem

chinesa, demonstrando que os isolados sul-africa@os representam um
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grupo monofilético, inferindo sobre a ocorréncia reombinacdo natural
deste variante e da entrada de novos isoladosat&tabsemente importada
neste pais (VISSER; BELLSTEDT, 2009).

2.3.3 PVY"™ e cultivar Agata

Um dos principais impactos econdmicos associadwgréducdo do
PVYN™ foi a reducdo de area cultivada com a cv. Monalisa70% para
menos de 25%, possivelmente devido & sua altabdiareie ao PVY™, o
gue torna os tubérculos dessa cultivar ndo contieeiais (SOUZA-DIAS;
SAWAZAKI, 2004). Logo, os bataticultores buscaranlugbes rapidas para
esse problema, passando, entdo, a plantar asacedtidgata, Asterix e Cupido
que, mesmo sendo suscetiveis & infeccdo por'PYYido mostram sintomas
de anéis necroticos nos tubérculos, mesmo apésilagdes experimentais
(SAWAZAKI et al., 2009). Barker et al. (2009) rekam que infeccdes por
PVYY™ nem sempre sdo acompanhadas do sintoma de acéiicus nos
tubérculos. Esses autores propSem que variagcbamdéeo de sintoma para
outro podem ser resultado de alteracBes nas seaséie nucleotideos em
varios genes, contribuindo para o fenétipo final.

Atualmente, a cv. Agata é a mais plantada no B(ASISOCIACAO
BRASILEIRA DA BATATA - ABBA, 2010), facilitando a sseminacéo do
PVY"™ através do comércio de batata semente n&o indeEatia cultivar é
considerada, pela ABBA, como resistente ao PVYsipefinente devido a ndo
ocorréncia dos sintomas de anéis necréticos noérdulos. E importante
ressaltar que esse tipo de resisténcia da cv. Agata devido a presenca de
genes que induzem resisténcia extrema, ou imunidadeo € o caso do gene

Ry. Dessa forma, em condi¢cdes de campo, essa ausi#namtomas pode
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variar de acordo com a incidéncia de in6culo e é@tory além de ser
influenciada também por fatores climaticos.

Salas, Lopes e Fereres (2004), estudando a resistincv. Agata em
relacdo a transmissao do P¥lo vetorM. persicae constataram que, quando
se tratava do PV¥, essa cultivar foi considerada moderadamente rasiste
com 57% das plantas infectadas. Ja em relaca®4d'Pe ao PVY', ela foi
considerada suscetivel, com 89% e 85% de plantagctadas,
respectivamente.

Ramalho et al. (2010) verificaram que a cv. Agad® mpresentou
sintomas foliares, mesmo em niveis elevados deectragdo viral, embora
tenha sido relatada queda na producdo, sendo restatiga a medida que a
concentracdo de PVY aumentou nos tubérculos. Qgavante é o fato de se
constituir uma fonte de indculo silenciosa no captp@ pode comprometer o

plantio de outras lavouras na mesma regiéo.
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CAPITULO 2

CARACTERIZAGAO DE ISOLADOS DE Potato virus Y (PVY) DETECTADOS EM
MINAS GERAIS

RESUMO

O Potato virusY (PVY) tem seu genoma composto por um RNA de fita
simples, sentido positivo, sendo um dos virus mg®rtantes para a cultura da
batata, no Brasil e no mundo. Devido a sua vaidalie genética, além dos trés
grupos de estirpes descritos inicialmente (BMYWY® e PVYY), novos variantes
genéticos tém sido descritos com frequéncia, cquo.exemplo, o0 PV¥e o
PVYZ. A identificacdo desses isolados é de grande tamwa para a tomada de
medidas de controle no campo. Neste trabalho, fa@etados 26 isolados em
diferentes localidades do estado de Minas Geragsses foram inoculados
mecanicamente em plantas de fumo Turksh NN e fsaces de batata Desiree,
que possui 0 gendy, Maris Bard, que carrega os gemgs Nc e Nz e King
Edward, portadora do gehe. Em seguida, foram realizados os testes sorokgico
DAS-ELISA e TAS-ELISA, com anticorpos monoclonagpecificos para cada
estirpe; RT-PCR Multiplex e RT-PCR, com o par piners especificos para
PVYE. Observou-se que a combinagdo dos resultadososbtids métodos
biolégicos, sorolégicos e moleculares foi neceasdgara a identificacdo
conclusiva dos isolados dentro de cada grupo deesste seus variantes
genéticos. Apenas um isolado, 0 DMO-AG-1, foi dfees&lo como pertence ao
patotipo PVY°, pois provocou reacdo de HR nas cultivares Maaisl B Desiree,
reagiu com o anticorpo monoclonal para essa estirppresentou o padrdo de
bandas esperado no RT-PCR. Outro isolado, o MF-AG-&presentou
comportamento atipico, mostrando reagdo positiva gaanticorpo monoclonal
para PVY, enquanto o padrdo de bandas no RT-PCR foi pard'PVAlém
disso, apresentou amplificacdo de bandas quandenfpregado o pasrimers
especificos para PVFY Isso indica que, provavelmente, esse isolado usm
variabilidade gendmica peculiar, que merece seesiipada. Entre os demais
isolados, sete foram classificados como PVYY dezoito como PVYN e
nenhuma estirpe PVY foi encontrada. Os resultados apontam para uma
predominancia de isolados PW, seguidos pelo PVY" nos campos
produtores de batata de Minas Gerais.

Palavras-chavePotato virus Y (PVY), batata $olanum tuberosurl.),
classificacdo, Minas Gerais.



39

ABSTRACT

The Potato virus Y (PVY) has a positive sense RNiAgle tape
genome. It is one of the most important virus taapm crop in Brazil and
worldwide. Due to its genetic variability, new génevariants have been
described as the P\P¥and the PVY, in addition to the three groups of strains
originally described (PVY, PVY" and PVY’). The identification of these
strains is of great importance for adopting contnelasures in the field. So, it
was collected 26 strains in different locationsMimas Gerais, Brazil. The
strains were mechanically inoculated in tobaccontglaTurksh NN and
potatoes cultivars Desiree, which owns the dgépeMaris Bard, which carries
the genedly, Nc andNz and King EdwardNc gene carrier. From symptomatic
leaves were conducted the serological tests DASSELdnd TAS-ELISA with
specific monoclonal antibodies for each strain hdtiplex RT-PCR and RT-
PCR with specifiprimersfor PVYE. The combination of the results obtained
with serological, molecular and biological methodgas required to
conclusively identify isolates within each group sifains and their genetic
variants. Only the DMO-AG-1 strain was classifiedeaapart of the pathotype
PVY®, once it caused hypersensitive reaction (HR) MBasd and Desiree
potato cultivars, reacted with the monoclonal atib and presented the
expected bands in RT-PCR. The MF-AG-52 strain dtddbatypical behavior,
showing positive reaction with the monoclonal amdip to PVY°, while the
RT-PCR bands pattern was similar to PUN. In addition, this isolate
presented band amplification when with the spegificners pair for PVY,
what probably indicates that this isolate has allggcgenomic variability that
needs to be investigated. Among the others isolatagen were classified as
PVYN™ eighteen as PVY" and none PVY strain was found. The results
point to a predominance of PVY" isolates followed by PVY" strains in
potato fields of Minas Gerais state, Brazil.

Keywords: Potato virus Y (PVY). Potato $olanum tuberosunL.).
Classification. Minas Gerais.
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1 INTRODUGAO

A batata $olanum tuberosuin.) é uma importante fonte de nutrientes
na alimentacdo humana em todo o mundo. No Brasdla e€ultura ocupa,
aproximadamente, 140.000 hectares de area (ANUARRD11). Atualmente,
a China é o maior produtor, seguido por Russiad&jrenquanto, no ranking
mundial, o Brasil esta em 21° lugar.

A cultura da batata pode ser afetada por varitdgpaos, dentre os
quais oPotato VirusY (PVY) tem sido um dos mais importantes em diogrs
lugares do mundo (VALKONEN, 2007). Este virus éenmbro tipo do género
Potyvirus (Famila Potyviridag. Ele temeu genoma composto por uma fita
simples de RNA positivo, com aproximadamente 9,7 ¢ie codifica uma
Unica poliproteina que depois é clivada,originadéa proteinas funcionais
(P1, HC-PRO, P3, 6 K1, ClI, 6 K2, VPg, Nla-Pro, N\duCP).

A transmisséo do PVY se da, principalmente, atralésetorMyzus
persicae e 0 sintoma caracteristico em plantas de bataten®dniinado
mosaico, devido as diferentes tonalidades de vapdesentadas pelas folhas
das plantas infectadas. Até pouco tempo atras, ezaamhecidas apenas trés
estirpes do PVY, que sdo o PYYPVY® e PVY®, porém, recentemente, Singh
et al. (2008) propuseram mais duas estirpes, dewraas PVY e PVY:. A
diferenciacdo das estirpes pode ser feita por mheidistingdo fenotipica em
diferentes cultivares de batata que possuem geampesificos de resisténcia
(Ny, NceN2).

O conceito genético de patoétipo-gene de resistfaniapimentéo, foi
recentemente elucidado. Descobriu-se que a inereggponsavel por esse
fator esta presente na regido da proteina VPgemeso isolado de PVY, que
infecta 0 pimentdo e o gene de resisténcia (elFpEsente nessa planta
(AYME et al., 2007; MOURY et al., 2004). Acredita-gue a mesma relacéo
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pode estar presente entre isolados de PVY e os gnélR em diferentes
cultivares de batata (SINGH et al., 2008). A caltiKing Edward, quando
inoculada com a estirpe PVYapresenta sintoma de HR, pois ela tem o gene
N¢, a ‘Pentland Crown’ ou a ‘Desirre’, que carregargemeNY, apresentam

HR na presenca do P\VPYa ‘Pentland Ivory’ ou ‘Maris Bard’, portadorassio
genesNc, NY e Nz apresentam reacdo de HR, quando inoculadas com as
estirpes PVY, PVY® e PVY, enquanto o PVY n&o causa sintoma de HR em
nenhuma destas cultivares, mas origina necrosmantal em plantas de fumo

e, por fim, a estirpe PVfYn&o induz HR em nenhuma das cultivares de batata
e nem em plantas de fumo (GALVINO-COSTA et al., LBHARASEV et al.,
2011; KERLAN et al., 2011; SINGH et al., 2008).

Visando caracterizar os variantes genéticos do Rj¥ tém sido
detectados nos campos produtores de Minas Gergisgsente trabalho foi
realizado com o objetivo de estudar o comportamieiaiégico de 26 isolados
desse virus, com base nos sintomas induzidos entaplale fumo e nas
cultivares indicadoras de batata King Edward, [@ese# Maris Bard, fez-se a
sua classificacdo soroldgica utilizando-se anticenpoliclonais e monoclonais
em testes sorologicos DAS e TAS-ELISA e também damtificaram as

estirpes e variantes por meio da técnica RT-PCRiptax.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Condugdo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Centro de bnghex de Virus
de Minas Gerais (CIV-MG), em casa de vegetacdo elatworatério de
Virologia Molecular, no Departamento de Fitopatidogla Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

2.2 Obtengao e armazenamento dos isolados

Foram estudados 26 isolados de PVY, sendo 18 ddiBdos de
tubérculos ou folhas de campos de producdo deabBatahcaminhados ao
Centro de Indexacdo de Virus de Minas Gerais (CI8}W foram coletados
diretamente de campos de producgéo de batata eotitfddo da colecédo de virus
do Laboratério de Virologia da UFLA (Tabela 1).

Todas as amostras foram testadas por DAS-ELISA regapdo-se
anticorpos monoclonais da Bioreba para o viruP¥tdto virus X- PVX),
virus S Potato virus SPVS), virus Y Potato virusY) e virus do enrolamento
da folha Potato Leafroll Virus PLRV), a fim de identificar possiveis
infeccBes mistas presentes nas folhas ou nos tilbgmoletados.

Tubérculos que apresentaram infeccdo apenas peYo €P¥m alta
concentracdo foram selecionados e plantados ens wesd kg, com terra,
areia e esterco, na proporcao de 2:1:1, e as pléoean mantidas em casa de
vegetacdo para avaliacdo dos sintomas. No casésd@glos coletados em
folhas, estas também foram inicialmente submetidateste soroldgico DAS-
ELISA para os virus mencionados e, em seguida,tratexfoliar obtido da

maceracdo em tampao fosfato 0,01M (pH 7), contendiito de sddio na
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mesma molaridade, foi inoculado mecanicamente eantgd de fumo cv.
Turkish NN. Parte do tecido vegetal das plantasctaidas foi dessecada e
guardada, a -28C, parte mantida a -8C e os tubérculos armazenados em
camara fria, para utilizacdo como fonte de inocdilmante o experimento.

A origem e a denominagdo dos isolados, bem comaimdsmas
induzidos na cultivar em que eles foram originalteenoletados, estdo
descritos na Tabela 1. Os isolados coletados e 2011 foram adicionados
a colecao de virus do Laboratério de Virologia Malar do Departamento de
Fitopatologia (DFP) da UFLA, de forma que folhas gdantas de fumo
infectadas com cada isolado foram armazenadas $obma dessecada, em
congelador, a -20 °C, e/ou na forma de tecidoxdsesongelados a -80 °C,

para serem reinoculados e multiplicados semprexgoessario.
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Tabela 1 Denominacéo e origem dos isolados de Bxados

LOCAL DE
DENOMINAGAD  FOSAL BE BRISEM cuLmivar  cOLETA DOS
ISOLADOS
AD-AG-1 ANDRADAS Agata CIV-MG
AD-AG-2 ANDRADAS Agata CIV-MG
AD-AG-3 ANDRADAS Agata CIV-MG
MF-AG-42 MARIA DA FE Agata CIV-MG
MF-AG-52 MARIA DA FE Agata CIV-MG
MF-AG-103 MARIA DA FE Agata CIV-MG
MF-AG-105 MARIA DA FE Agata CIV-MG
SJ-CHI-1 SANTA JULIANA Chipie CIV-MG
SJ-CHI-2 SANTA JULIANA Chipie CIV-MG
PA-EP POUSO ALEGRE ~ Cxcelente CIV-MG
pouso
OF-CHIP OURO FINO Chipie CIV-MG
DMO-AG-1 DELFIM MOREIRA Agata CIV-MG
DMO-AG-2 DELFIM MOREIRA Agata CIV-MG
IND-AG-1 INDIANOPOLIS Agata CIV-MG
IND-AG-2 INDIANOPOLIS Agata CIV-MG
SGOT-AR SAO GOTARDO Arrow CIV-MG
SS-AG-1 SERRA DO SALITRE Agata CIV-MG
SS-AG-2 SERRA DO SALITRE Agata CIV-MG
PER-AG-50 PERDIZES Agata CAMPO*
PER-AG-60 PERDIZES Agata CAMPO*
SA-CL SENADOR AMARAL Clone CAMPO*
CA-AG-1 CAMPOS ALTOS Agata CAMPO*
CA-AG-2 CAMPOS ALTOS Agata CAMPO*
SAC-AG SACRAMENTO Agata CAMPO*
MV-CL MONTE VERDE Clone CAMPO*
SAT-AG SACRAMENTO Agata COLECAO**

* Campo de producéo de batata consumo
**Colecdo de virus do Laboratério de Virologia Végleda Universidade Federal de

Lavras

2.3 Inocula¢do mecanica em plantas indicadoras

Para a caracterizacdo bioldégica dos 26 isoladasdadbs, foram

realizadas inoculagcdes mecénicas em trés cultivdeebatatas indicadoras

portadoras de “background” genético conhecido e ejyessam diferentes

sintomas na presenca das diferentes estirpeBotito virusY (PVY). As
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cultivares indicadoras usadas foram: ‘King Edwagekpressa o gene de
hipersensibilidadeNc), ‘Desiree” (expressa 0 gendly) e Maris Bard’
(expressa o gergy, Nc e N2) (SINGH et al., 2008), conforme apresentado na
Tabela 2. A caracterizacdo biolégica foi feita imdihdo-se as cultivares
indicadoras citadas anteriormente, em duas épdfmsntes do ano, sendo a
primeira no periodo de junho a agosto de 2011 egarsla, de dezembro a
fevereiro, 2011/2012. Quatro plantas de cada eulforam utilizadas em cada
repeticdo do experimento e estas foram inoculagesnicamente, no estadio
de quatro a seis pares de folhas e mantidas em dmssgetacdo para
avaliacdo dos sintomas. Os sintomas foram avalieidoalmente até seis/sete

semanas apoés a inoculacao das plantas.

Tabela 2 Reacg&o esperada das cultivares indicaderaatata inoculadas e das
plantas de fumo, com seus respectivos genes deérasi elicitados
pelas diferentes estirpes/variantegdéato virusy (PVY)

c o N z E GENE DE

CULTIVARES PVY PVY~ PVY PVY PVY RESISTENCIA
King Edward HR M M M M Nc:ny:nz
Desiree M HR M M M nc:Ny:nz
Maris Bard HR HR M HR M Nc:Ny:Nz

Tabaco M M NV M M -
HR: hipersensibilidade; NV: necrose nas nervurasmidsaico
Fonte: adaptada de Singh et al. (2008)

2.4 Caracterizagao soroldgica dos isolados

Esse processo foi realizado no Centro de Indexdeadirus de Minas
Gerais (CIV/IMG, DFP/UFLA), empregando-se o0 métod@SIELISA,
descrito por Karasev et al. (2010). Foram utilizads antissoros policlonais
UID8 e G500 para a deteccéo de todas as estirpe¥dpcombinados com os
seguintes anticorpos monoclonais: MAb2, que recombePVY e PVY'Ce a
estirpe PVY (MCDONALD; KRISTJANSSON, 1993); 1F5, para as estsp
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PVY", PVY®0O5 e PVY'™ (ELLIS et al., 1996; KARASEV et al., 2010);
SASA-N, que é positivo para PVYe PVY'™ (Science and Advice for
Scottish Agriculture) e SASA-O, para PRYPVY"C e PVY® (Science and
Advice for Scottish Agriculture). Os isolados P¥ANT (PVY©), MFE-AG
(PVYNO™)  ARA-MO (PVYN™) e MAF-VOY (PVYV99) foram utilizados
como controles positivos oriundos da colegdo desvito Laboratorio de

Virologia Molecular da UFLA, representando cadérestsorotipo padrao.

2.5 ldentifica¢do das estirpes/variantes via RT-PCR

A extracdo do RNA viral foi realizada segundo otpecolo Dellaporta
I. Folhas de fumo jovens, com sintomas caracteoistide PVY, foram
maceradas em microtubos, na presenca de nitroli§nido e ao p6 obtido foi
adicionado o tampéo de extracdo Dellaporta | (180 Tnis, 50 mM EDTA,
500 mM NacCl, B-mercaptoetanol e agua ultrapura)pmaporcao de 1 g para
0,1 mL. Posteriormente, foram adicionados aos mibas SDS 10% e os
microtubos foram incubados em banho-maria, a 656€,10 minutos. Em
seguida, foi adicionado acetato de potassio 5M mtrifigou-se por 10
minutos, a 9.500 rpm, a temperatura ambiente ol’@ 4 fase aquosa foi
cuidadosamente transferida para outro microtubela i adicionada metade
do seu volume de isopropanol. Essa mistura foi lygmizada cuidadosamente
por inversdo e mantida no gelo, por cinco minybasa precipitacdo do RNA.
Posteriormente, os microtubos foram centrifugado<,2.000 rpm, por 20
minutos, a temperatura ambiente ou°€40 sobrenadante foi descartado e ao
pellet foram adicionados 800 ul de etanol 70%,dyeks em seguida, os tubos
foram centrifugados novamente, por 10 minutos, &ClLG 9.500 rpm. Apds a

secagem do precipitado a vacuo, o RNA foi ressuigerem 80 pl de 4gua
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ultrapura tratada com dietilpirocarbonato (DEPC)R®NA total extraido foi
analisado em gel de agarose a 0,7%.

Para a diferenciacao das estirpes/variantes gesdti@ PVY, utilizou-
se a reacdo de RT-PCR Multiplex, descrita por Lzearet al. (2006), na qual
foi empregado um conjunto de oitwimers discriminados na Tabela 3. Em
adicdo, foi utilizado oprimer NE(11) 9026R (LORENZEN et al., 2008),
juntamente com @rimer AGA-8032F, desenhado por Galvino-Costa et al.
(2011), que permite a diferenciacéo entre doisikis de PVY recentemente
caracterizados no Brasil.

O resultado da PCR foi analisado por eletroforesegel de agarose
0,7%, corado corgelred nucleic acid gel stai(Biotium).

Tabela 3 Combinagdo dgeimers utilizados na técnica RT-PCR Multiplex e
tamanho do fragmento gendmico esperado como pratutBCR
para cada um dos variantes genéticoRatato viusy (PVY)

Tamanho do fragmento a

ser amplificado

Combinagéo deprimers Variante detectado

n2258 + 02439c 181 bp PV, PVYTW
02172 + 02439c 267 bp PWY
n2258 + n2650c 398 bp PVY
n5707 + A6032m 328 bp PV pyyNANNTN
S5585m + A6032m 452 bp PV

S5585m + 06266¢ 689 bp POV PVY©
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo bioldgica baseada nos sintomas induzidos em plantas

indicadoras

A sintomatologia induzida pelos diferentes isolado®otato VirusY
(PVY), nas cultivares indicadoras de batata, apteseo mesmo padrdo
sintomatol6gico, nas duas épocas em que foranzaedalk os experimentos,
junho a agosto de 2011 e dezembro a fevereiro H&/2012.

Os sintomas induzidos pelas diferentes estirpémsdes de PVY
inoculados nas cultivares indicadoras utilizada&oediscriminados na Tabela
4. De modo geral, a cv. King Edward apresentou imosa clareamento
internerval, com diferentes intensidades, parasoo® isolados. Em alguns
casos, pequenos pontos necréticos foram observaodolhas apicais das
plantas cv. Maris Bard, em adicdo aos sintomas deaito, porém, sem
relacdo com a estirpe/isolado.

O MO-AG-1 foi o Unico isolado que induziu necrosst&mica nas
cultivares Desiree e Maris Bard e os primeirosisid@ necrose apareceram
por volta de uma semana apés inoculagdo. Iniciakneobservou-se o
clareamento das nervuras, que rapidamente se drammsf em necrose. O
mesmo foi observado para os anéis cloréticos, calmshamarelados, que se
expandiram rapidamente e se tornaram grandes las@e&ticas, coalescendo
e cobrindo todo o foliolo, causando o sintoma coittecomo “leaf drop”
(Figura 1). De acordo com a classificacdo proppstaSingh et al. (2008),
essa reacéo de HR é tipica de isolados que pemeaw@atotipo PVY.

Todos os demais isolados induziram sintomas de iows&s trés
cultivares indicadoras de batata, os quais surgoeroa de dez dias apos a

inoculacdo. Com excecdo do MO-AG-1, nenhum dosidkxd testados induziu
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reacdo de HR nas trés cultivares indicadoras dabatoculadas, sugerindo
que eles pertenceriam ao patotipo PA®U ao patotipo PVY, pois a cultivar
King Edward reage com HR ao P%¥ a Maris Bard com HR ao PVY

Conforme era esperado, os tubérculos produzidas pés cultivares
indicadoras de batata ndo apresentaram sintomarapade anel necrotico
(PTNRD), quando as plantas foram infectadas com"\/Y
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Tabela 4 Sintomatologia observada nas trés cutivimdicadoras e nas plantas
de fumo inoculadas com os isolados de PVY estudauas duas
épocas do experimento, junho a agosto 2011 e deaesnfevereiro

2011/2012
SINTOMAS APRESENTADOS PELAS PLANTAS
ISOLADOS DE — ItNDICADORAS
PVY Batata cv. aK"?‘ acv. Batata cv. Fumo cv.
Desiree Ing Maris Bard Turkshi NN
Edward
AD-AG-1 M M M PN, M
AD-AG-2 M M M PN, M
AD-AG-3 M M M PN, NN, M
CA-AG-1 M M M PN, NN, M, E
CA-AG-2 M M M PN, NN, M, E
M,
DMO-AG-1 M, LNL, M LNL,LNS, M
LNS, L LD
DMO-AG-2 M M M PN, NN, M, E
IND-AG -1 M M M PN, NN, M, E
IND-AG-2 M M M PN, NN, M, E
MF-AG-42 M M M PN, NN, M, E
MF-AG-52 M M M PN, NN, M
MF-AG-103 M M M PN, NN, M
MF-AG-105 M M M PN, NN, M, E
MV-CL M M M PN, NN, M, E
OF-CHIP M M M PN, NN, M, E
PA-EP M M M M
PER-AG-50 M M M PN, M
PER-AG-60 M M M PN, NN, M, E
SA-CL M M M PN, NN, M, E
SAC-AG M M M PN, NN, M, E
SAT-AG M M M PN, M
SGOT-AR M M M PN, NN, M, E
SJ-CHI-1 M M M M
SJ-CHI-2 M M M PN, M
SS-AG-1 M M M PN, M
SS-AG-2 M M M PN, NN, M, E

M: mosaico; LNL: lesdo necrética local; LNS: les@ecrética sistémica; LD: queda
das folhas; E: encarquilhamento
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Figura 1 Padrdo de sintomas induzidos nas cul8vdeebatata pelos isolados
do PVY. A e B: les@es locais necréticas; D e Erose seguida de
gueda nas folhas (“leaf drop”) das cultivares Dessie Maris Bard,
respectivamente; C: mosaico e encarquilhamento;mésaico,
embolhamento e pontos necréticos nas folhas apitzaisv. Maris
Bard

A translocacdo sistémica do virus para a partergupdas plantas,
assim como para os tubérculos, foi comprovada feslte sorolégico DAS-
ELISA.

Os sintomas induzidos nas plantas de fumo comecaraorgir por
volta dos 3 aos 7 dias apOs a inoculagdo e setedracam por mosaico,
pontuacBes necroticas, necrose nas nervuras egaiticamento (Figura 2,
Tabela 4), variando com o isolado.
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Trés isolados, PA-EP, SJ-CHI-1 e DMO-AG-1ndo induziram
sintoma de necrose nas plantas de fumo, o que Hpi@ de plantas
pertencentes aos patotipos PYPVYF ou PVY, na classificacéo de Singh et
al. (2008). Entretanto, aliado aos resultados obtmbm as cultivares de batata
indicadoras, pode-se inferir que o isolado DMO-A@ettence ao grupo de
estirpes PVY e a identidade mais provavel dos outros dois sef¥Y-.

Os 23 isolados restantes induziram sintoma de secoue variou de
pontos necrdticos a necrose nas nervuras, indicgndoeles pertencem ao
patotipo PVY' (SINGH et al., 2008) ou ao variante P\ que, apesar de ser
classificado como pertencente ao grupo sorolégicoé @apaz de induzir
sintoma leve de necrose nas plantas de fumo (LE ROGER et al., 1994).

Figura 2 Sintomas dos isolados de PVY em plantdsirde. A e D: mosaico;
B e E: mosaico, necrose nas nervuras, pontos mEEo6te
encarquilhamento; C e F: mosaico e pontos necstico
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3.2 Caracterizagao soroldgica e molecular

Os resultados dos testes soroldgicos e de RT-P@ER discriminados
na Figura 3 e na Tabela 5. Todos os isolados fameonhecidos pelo
antissoro UID8 (policlonal), no teste soroldgicoS-&LISA, mostrando que a
inoculagdo mecénica realizada foi eficiente em 1008 plantas de fumo
inoculadas. No teste sorolégico com os 26 isoladtisdados, utilizando-se os
anticorpos monoclonais para caracterizacdo doiporabove isolados (AD-
AG-1, AD-AG-2, AD-AG3, DMO-AG-1, MF-AG-52, PA-EP, ER-AG-50,
PER-AG-60 e SJ-CHI-1) foram positivos para os amgios monoclonais
especificos para PVWY(MAb2 e SASA-Ok os demais foram positivos para os
anticorpos monoclonais especificos para PYM5 e SASA-N).

Quando foram empregados qwimers especificos para cada
estirpef/isolado, no RT-PCR multiplex (LORENZEN ¢t 2006), sete deles
(AD-AG-1, AD-AG-2, AD-AG3, PA-EP, PER-AG-50, PER-AG0 e SJ-CHI-
1) mostraram as duas bandas caracteristicas dpbl81689 pb de PVY",
um (DMO-AG-1) mostrou as bandas de 267 pb e 688ePVY° e dezoito
mostraram as bandas de 181 pb e 452 pb dé'Py¥onforme discriminado
nas Tabelas 3 e 5 e na Figura 3. Nenhuma infecista fioi detectada nas
plantas infectadas com os isolados estudados.

Esses resultados mostraram uma predominancia d0P\évh Minas
Gerais, pois aproximadamente 70% dos isoladosatfetno ano de 2011
foram classificados como pertencentes a esse taridn segunda estirpe
recombinante mais frequente foi a P\, representando, aproximadamente,
27% dos isolados estudados nesse trabalho. A estiogmum do PVY
praticamente ndo tem sido encontrada nos campahitpres de batata de
Minas Gerais, fato esse confirmado pela presencapdeas 1 isolado dessa

estirpe, dentre os 26 coletados nas diferenteSaggio estado.
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Comparando os resultados bioldgico, sorolégico koatar, observa-
se que os isolados PA-EP e SJ-CHI-1 ndo induziracnose em plantas de
fumo, mas foram caracterizados como PV, o que n&o era esperado, pois
os isolados Wilga induzem necrose, mesmo que sa@igleve, em plantas de
fumo. O MF-AG-52 apresentou um padrao sorologiderdnte, pois reagiu
com o0 antissoro monoclonal para PX/Ynas foi caracterizado como PV
no RT-PCR. Por outro lado, quando se empregou a@primers utilizados
por Galvino-Costa et al. (2011) para amplificac@o uin isolado brasileiro
diferente, denominado PVY-AGA, foi obtida uma ban@a995 pb (Figura 3),
indicando que esse isolado deve ser um recombidi#atente, que merece ser

estudado.
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995pb
689pb 689pb
452pb
267pb

181pb

Figura 3 Andlise eletroforética da RT-PCR MultiplexRT-PCR com os
primers AGA-8032F e NE-9026R. 1: Marcador (100pb); 2: FyY
3, 4, 5: padrdo de bandas apresentados pelosla8dsd®VY'™; 6,
7, 8: padrdo de bandas apresentados pelos 7 isoRdd"";  9:
PVYF; 10 Marcador (1 K pb)
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Tabela 5 Teste sorolégico TAS-ELISA e RT-PCR Mudtip utilizados para
caracterizar os isolados de PVY estudados

TAS-ELISA RT-PCR
ISOLADO
(sorotipo) MULTIPLEX
AD-AG-1 PVY° pvy" W
AD-AG-2 PVY? pyyN W
AD-AG-3 PVY® pyyNW
PA-EP PVY pyyN W
PER-AG-50 PVY pyyN W
PER-AG-60 PVY pyyN W
SJ-CHI-1 PVY pyyN W
DMO-AG-1 PVY° PVY©
CA-AG-1 PVYN pPVYNTN
CA-AG-2 PVYN pPVYNTN
DMO-AG-2 PVYN pPVYNTN
IND-AG-1 PVYN pPVYNTN
IND-AG-2 PVYN pPVYNTN
MF-AG-42 PVY pPVYNTN
MF-AG-52 PVY° PVYNTN
MF-AG-103 PV pPVYNTN
MF-AG-105 PV pPVYNTN
MV-CL PvyN pPVYNTN
OF-CHIP PVY PVYNTN
SA-CL PVYN PVYNTN
SAC-AG PVY PVYNTN
SAT-AG PVYN pPVYNTN
SGOT-AR PVY pPVYNTN
SJ-CHI-2 PVY pPVYNTN
SS-AG-1 PVY pPVYNTN

SS-AG-2 PVY pPVyYNTN
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4 DISCUSSAO

Os sintomas induzidos pelos diferentes isolados pémntas
indicadoras foram varidveis, entretanto, fornecesama boa indicacdo da sua
etiologia. Os sintomas apresentados pelas plargabathta discriminaram
corretamente entre as estirpes PVPVY" e PVY, mas ndo foram capazes
de discriminar a PVY da PVY, precisando, para isso, dos sintomas
apresentados pelas plantas de fumo.

Quando o PVY comecou a ser estudado, apenasrtrpesgdistintos
de estirpes foram descritas, com base na sintooggdoinduzida em fumo e
batata: o PVY, que causa mosaico sistémico em folhas de furfy/\d", que
provoca sintoma de necrose nas nervuras de fumB\&Y5, responséavel pelo
sintoma do tipo “Stipple Streak” em algumas cul@gade batata que possuem
0 gene Nc (BOKX; HUTTINGA, 1981). Devido a grandariabilidade
genética que o PVY vem apresentando, houve a ndadesle se adotar novas
indicadoras, capazes de discriminar variantes si@p&s comum e necrdtica,
resultantes da recombinacéo entre elas, como"PVY PVY"W e PVY
dentre outros (SINGH et al., 2008).

Neste trabalho, o isolado DMO-AG-1, coletado no mipn de
Delfim Moreira, comportou-se como um tipico PY/¥ois induziu reacéo de
HR em plantas de batata que possuem o ¢né&v. Desiree) e 0s genes
Nc:Ny:Nz(cv. Maris Bard), causou mosaico nas plantas dwfa mostrou o
padrdo de bandas esperado na RT-PCR. Entretartou fevidente a
dificuldade de se classificar isolados de PVY casebnos sintomas, quando
foram analisados os isolados PA-EP e SJ-CHI-1ngueinduziram a necrose
esperada nas plantas de fumo (CHRZANOWSKA, 199b)taRto, seria

esperado que fossem semelhantes aosERM¥critos por Singh et al. (2008).
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Porém, na RT-PCR Multiplex, eles apresentaram aggoade PVY'Y  ao
passo que o PNyapresenta o padrdo de PNY.
Isolados do variante Wilga, que ndo induzem necemseplantas de

i-minus

fumo, denominados PVY" , ja foram relatados na América do Norte, por
Gray et al. (2010). Esses isolados possuem umank@sacdo na proteina P1,
que contém uma parte no terminal 5’, semelhante\&° e a outra parte no
terminal 3’, semelhante ao PVY enquanto nos isolados [=iVa'dl que
induzem sintoma de necrose no fumo, todo o geneprdéeina P1 é
proveniente da estirpe PVY

Por outro lado, essa ndo parece ser a Unica potidolvida na
reacdo de plantas de fumo ao PVY. Tribodet e80%), analisando a reacao
de necrose das plantas de fumo, criaram, experainegnte, mutantes de
PVY™ que nado induzem tal sintoma. Por meio de compardgégenoma
entre os mutantes que causaram ou hao sintomactdesagfoi observado que
a principal diferenca entre tais isolados estagmtesna regido C-terminal da
proteina multifuncional HC-Pro, sugerindo, entage gla seja a responsavel
pela inducéo de necrose nas plantas de fumo.

O envolvimento da HC-Pro na inducdo de sintomas plzata
hospedeira também ja foi relatado por Hu et al.0920 Estes autores
caracterizaram um isolado denominado L-26, queidoapaz de induzir
necrose em plantas de fumo, mas causou anéis inesrém tubérculos de
plantas de batata suscetiveis e apresentou a répiciiode PVY™ nos testes
sorologicos e moleculares. Por meio da comparagdgedioma desse com
outros isolados necroticos, observou-se que aetdifarentre os genomas foi a
substituicdo do nucleotideo A-1627 para G-1627 egidao HC-Pro,
modificando o aminoacido de D-205 para G-205.

Da mesma forma, deve haver alguma alteracdo nongenos

isolados PA-EP e SJ-CHI-1, aqui estudados, umaquez é esperado que
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isolados do tipo PVY" se portem biologicamente como a estirpe BVY
induzindo reac@o de necrose nas plantas de funma.&Paonfirmacdo dessa
suspeita, sd0 necessarios 0 sequenciamento e estnodolvendo mutacbes
nos provaveis genes envolvidos.

Outro resultado ndo esperado ocorreu com o isdlEIAG-52, que
reagiu com os anticorpos monoclonais para o Pifab2 e SASA-O), mas
ndo com os que reconhecem as estirpes \P(BASA-N e 1F5),
caracterizando-se como sorotipo O. Porém, na @aecRT-PCR Multiplex,
ele foi classificado como pertencente a estirpe NTRdo como PVY ou
PVY"W Além disso, apresentou uma banda de 995 pb n®@H;- quando
foram utilizados primers especificos para outros dois isolados atipicos,
descritos no Brasil por Galvino-Costa et al. (20ti&nominados PVY-AGA e
PVY-MON (classificados pelos autores como PYYque reagem com o
antissoro 1F5 para estirpe necrética do PVY.

Como esse padrdo de comportamento ndo sugere nanhum
contaminacao, considerando-se que a sorologia éatbasna producdo de
anticorpos especificos para a capa proteica deisald@lo, e a capa proteica
do variante NTN €, na sua quase totalidade, premémida estirpe necrotica
(GLAIS; TRIBODET; KERLAN, 2002), o esperado seriaegele ndo reagisse
com os anticorpos MAb2 e SASA-O, para a estirpewrnnficando dificil
justificar a reacdo de um isolado NTN com esseg@pbs. Pelos testes
bioldgicos, tal isolado induziu apenas sintoma dsaito nas trés cultivares
de batatas testadas e, nas plantas de fumo cvshiiuMi, induziu mosaico,
pontos necroéticos e necrose nas nervuras. Chiklokda Natsuaki (2007)
observaram reac¢éo soroldgica atipica para um isad&ib, que reagia tanto
para o anticorpo monoclonal PY\juanto para PVY. Ao analisar a capa
proteica desse isolado, o0s autores concluiram queudanca em um

aminoécido foi responsavel pela sua reagéo sooadgi
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Diante deste fato, especula-se que uma possivalregembinacdo ou
mutacgdo tenha ocorrido no genoma do isolado MF-2Gpbdendo esse vir a
ser um novo variante genético ainda nao descri@n®, a confirmacéo dessa
suspeita apenas se dara apés o sequenciamentoetmrdpl genoma desse
isolado e a investigacdo de possiveis recombinagiesas.

A diversidade genética dos virus que possuem RMAoambmponente
gendmico é muito comum e se d4 por recombinacatagho e rearranjo da
particula viral (ROOSSINCK, 2003; SIMON; BUJARSKI994). O PVY é
um exemplo dessa diversidade, pois, frequentemedie, descritos novos
recombinantes, como no caso do isolado POY"' descrito recentemente na
Siria, que tem o genoma composto por recombinagtie BVY'™, PVY°e
PVYMW  Tal isolado reage sorologicamente para PVYporém,
fenotipicamente, se porta como PV/Y, induzindo necrose em tubérculos de
plantas de batata suscetivel (CHI ALI et al., 20885im sendo, o diagndéstico
e a caracterizacao de isolados de PVY tornam-sewe@mais complexo.

A caracterizacdo biologica devem ser somados osltades das
caracterizacdes sorolégicas e moleculares parampleta classificacdo dos
PVY estudados. Pela caracterizacdo sorologicazanmdio os antissoros
policlonais UID8 (detecta todas as estirpes do PWWb2 (PVY°, PVY'Ce
PVY©), 1F5 (PVY', PVY?05 e PVY'™), SASA-N (PVY' e PVY'™) e
SASA-O (PVY’, PVYNC e PVYX), foi possivel observar que nenhum isolado
apresentou caracteristicas atipicas, como no camo isolados PVY
recentemente caracterizados no Brasil, PVY-AGA & fMON que, apesar de
serem isolados necroticos, ndo reagiram com unaukisorpos especificos de
PVY", 0 SASA-N, portando um padrdo sorolégico Unico: B@Anegativo/
SASA-O negativo/ 1F5 positivo/ SASA-N negativo (BANO-COSTA et
al., 2011). Para os isolados brasileiros estudadas apenas os dois padrdes

sorolégicos tipicos foram relatados como descritseguir: sorotipo O
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(incluindo-se os isolados P\?Ye os isolados do variante PVY"), descrito
como MADb2 positivo/ SASA-O positivo/ 1F5 negati®@ASA-N negativo, e o
sorotipo N (incluindo os isolados de PWY), descrito pela reacdo MAb2
negativa/ SASA-O negativa/ 1F5 positiva/ SASA-Nifies.
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5 CONCLUSOES

a)

b)

d)

a grande maioria dos isolados detectados nos capmpdsitores
de batata de Minas Gerais foi do tipo PV, seguido pelo PVY

Wi 'mostrando a sua prevaléncia no campo;

para a correta classificacédo dos variantes geiséticd®VY, houve

a necessidade de se combinar o resultado das éodicds:
biolégica, sorologica e molecular;

os isolados PA-EP de Pouso Alegre e SJ-CHI-1 déeaShiiana,
caracterizados como PVW' por RT-PCR, ndo se comportaram
como tal no teste biolodgico, ndo induzindo necrese fumo,
devendo ser analogo ao PVY¥™™ j4 descrito na literatura;

o isolado MF-AG-52 apresentou comportamento difexetendo
sido caracterizado como PVY nos testes biologicos e RT-PCR
e como PVY no teste soroldgico, tratando de um possivel novo

variante genético.
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CAPITULO 3

COMPORTAMENTO DA CULTIVAR Agata A DIFERENTES ESTIRPES E
VARIANTES DE Potato virus Y (PVY)

RESUMO

O Potato virus Y(PVY), que tem sido detectado em altas incidéncias
nos campos produtores de batata, apresenta gram@ddiNdade gendmica,
que reflete na diversidade de sintomas induzidasdifarentes cultivares de
batata. A cv. Agata tem sido a mais plantada neiBpor apresentar boa
produtividade e resisténcia de campo ao PVY. Emitet apesar de essa
resisténcia ser importante para garantir a suaugivddade, a auséncia de
sintomas na planta infectada pode significar atémxgsa de fonte de inéculo
gue pode passar despercebida, causando grandeizgsgpara os produtores
de batata semente. Visando determinar a reacdw.dAgata a isolados de
PVY detectados no estado de Minas Gerais, nedtallti® 31 isolados desse
virus foram inoculados mecanicamente nas plantasatia cv. Agata e os
sintomas induzidos foram observados por trés gesagdnsecutivas. Dois
isolados do tipo PVY" tiveram o seu genoma completamente sequenciado
analisado. Um isolado do tipo PVY", AD-AG-2, e mais trés isolados
pertencentes ao variante PVY, ALF-VI, MF-AG-105 e SGOT-AR, ndo
induziram sintomas visiveis nas plantas infectatagrimeira geracdo, mas
induziram mosaico na segunda e na terceira gera€@®slemais isolados
induziram sintomas que variaram de fraco a severdeemodo geral, 0s
sintomas se intensificaram a cada geracdo. Dd&dise tiveram seu genoma
sequenciado e comparado com o genoma de outro$sdizigos na tentativa
de correlacionar possiveis modificacbes gendmiesgonsaveis pela inducao
ou ndo do sintoma na cv. Agata. E, embora essesgaalados comparados
tenham induzido diferentes reacdes na cv. Agata, foéam encontradas
grandes diferencas na sequéncia de nucleotidenmedacidos.

D

Palavras chave: Potato virus Y (PVY). Sintomat@ogfgata. Mosaico.
Genoma.
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ABSTRACT

The Potato virus Y (PVY), strongly detected in potarop fields,
features a large genomic variability, reflectingoirthe diversity of induced
symptoms in different potatoes cultivars. The galtiAgata has been the most
planted in Brazil, presenting a good productivinddield resistance to PVY.
However, despite such resistance is important teurenits productivity,
absence of symptoms in infected plants can resufi source of inoculum
which can pass unnoticed, causing huge losse&éat gotatoes producers. To
determine the cv. Agata reaction to PVY isolatetected in Minas Gerais
state, 31 isolates were mechanically inoculategbiiato plants cv. Agata, and
induced symptoms were observed for three consecujenerations. Two
isolates from PVY™ group had their genome completely sequenced and
analyzed. An isolate from PVY" group: AD-AG-2, and three more isolates
belonging to variant PVY"™: ALF-VI, MF-AG-105 and SGOT-AR do not
induced visible symptoms in infected plants infir&t generation, but induced
mosaic in the second and third generations. Thaireényg isolates induced
symptoms that ranged from weak to severe and, inergé the symptoms
intensified every generation. Two isolated hadrtlgginome sequenced and
compared with the genome of two other isolated rinatempt to possibly
correlate the genomical modifications or not resiae for the induction of
symptom in cv. Agata. Although these four compaisdlates induced
different reactions in the cv. Agata, there weresigmificant differences in the
sequence of nucleotides and amino acids.

Keywords: Potato virus Y (PVY). Symptomatology. AgaMosaic. Genome.
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1 INTRODUGAO

No Brasil, a batata pode ser cultivada o ano inteirque favorece a
distribuicdo e a propagacdo de doencas, uma vezagusuas condicdes
climaticas sdo altamente favoraveis a propagacaodesseminacdo dessas
doencas no campo. Devido a degenerescéncia dectidsrde batata,
ocasionada por infec¢@es viréticas, o Brasil immoanualmente, cerca de 3
mil toneladas de batata semente (ANUARIO..., 20d He significa um risco
permanente de introducdo de novos virus e estraEcas.

O Potato virusY (PVY) infecta varias plantas da famialanaceae
€ considerado o principal virus da cultura da baddendo provocar perdas
da ordem de 10% a 80%, dependendo da estirpe (AVMEBLO; LEITE,
2007). Assim sendo, é considerado um entrave ncémionde tubérculos
sementes de batat8dlanum tuberosum.), principalmente devido ao fato de
ela ser propagada vegetativamente, pois um tulzéitigictado dara origem a
uma planta também infectada. Uma vez presente mpaao PVY pode ser
transmitido de forma néo persistente por afideesds oMyzus persica®
mais eficiente (BOKX, 1987).

Os sintomas induzidos por esse virus sdo variavess, de modo
geral, induzem mosaico, clorose, mosqueado e dafifionfoliar, além da
combinacdo desses sintomas (SHUKLA; WARD; BRUNT94)9 Eles
dependem da cultivar de batata, das condi¢cOes atalsiee da estirpe e/ou do
variante genético que, nesse virus, aparece conaltatiequéncia. Com base
na reacdo de diferentes cultivares de batata éadtap de fumo, cinco grupos
de estirpes do PVY tém sido descritos: PVYPVY", PVY®, PVYF e PVY-.
Dentro desses grupos existem ainda diversos vesiagenéticos. como
PVYN™ pvYNW pyYNEL (SINGH et al., 2008).
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Essa variabilidade, ndo raramente, influencia allkescdas cultivares
de batata a serem plantadas. Em meados da décat@deas cultivares
Achat e Baraka eram as duas mais plantadas em heess, devido a sua
produtividade e rusticidade. Entretanto, com aothigdo de isolados de
PVY™ via sementes infectadas importadas da Europa, ausliacéo
tornou-se economicamente inviavel, passando a ‘Mga\aa assumir a
lideranca entre as cultivares mais plantadas nosilBI&ERALDINO;
BARBOSA; FIGUEIRA, 2006) Nova introducéo ocorre@ estirpe PVY™,

e, uma vez mais, essa cultivar, que é altamentetusl a anéis necroticos,
foi substituida por outras cultivares mais reststgn

Entre as cultivares mais plantadas no Brasil, athafAgata’ tem
assumido a lideranca nos ultimos anos, ocupandalnagnte, 57% da &rea
total nacional (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA BATATA - BBA, 2010).
Como qualidades desta cultivar, destacam-se o tamano formato dos
tubérculos, ciclo precoce e elevado rendimentomatie ndo apresentar
sintomas caracteristicos quando infectada por aguestirpes do PVY,
tornando-se uma fonte de inéculo que passa degpdscao campo (BOKX;
HUTTINGA, 1981). Isso se torna um motivo de pre@gém, uma vez que
dificulta a tomada de medidas de controle basicaso propagar material
sadio e efetuar o “roguing” de plantas doentes ampos de producdo de
sementes.

Dessa forma, este trabalho foi realizado com otiebjele determinar
a reacdo da cultivar Agata, quando inoculada conprowipais variantes
genéticos do PVY presentes nos campos produtordsmidéa do estado de
Minas Gerais em 2010/2011, visando avaliar a rastiidade desse virus em
campos plantados com essa cultivar. Em adicdo,stigeal-se, ainda, a
concentracdo viral desses isolados em trés plastimsssivos de tubérculos da

cv. Agata infectados, na primeira geracédo, consolsdos de PVY detectados
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e estudados. Quatro representantes desses isdia@dws completamente
sequenciados e analisados, com o objetivo de fafenéncias sobre a sua

correlacdo com os diferentes sintomas mostradas p&ntas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Condugao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos em casa de végetag Centro
de Indexacdo de Virus de Minas Gerais (CIV-MG) e Ladoratério de
Virologia Molecular do Departamento de Fitopatoto(DFP) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

2.2 Origem, denominagao e armazenamento dos isolados

Foram utilizados 31 isolados de PVY neste estudnds 25 deles
caracterizados pelo presente autor, no ano de ROkkis caracterizados
previamente e pertencentes a cole¢éo de virus blordtrio de Virologia da
UFLA. Na Tabela 1 estdo reunidos os 31 isoladdiadios, a cidade e a
cultivar de origem e sua respectiva classificagiurd das estirpes e variantes
genéticos da espécie PVY.

Os isolados foram mantidos em folhas infectadasseimdas e
armazenadas, a -2@, e ou congelados, a -80, em ultrafreezer. Sempre que
necessario, eles foram multiplicados por meio deutacdo mecénica em

plantas de fumo cv. Turkish NN, sob condi¢Ges da & vegetacéo.



classificacdo genética

Tabela 1 Isolados do PVY utilizados, cidade e waitide origem e

ISOLADO ORIGEM CULTIVAR ESTIRPE/VARIANTE
AD-AG-1 ANDRADAS Agata PVY™
AD-AG-2 ANDRADAS Agata PVYW
AD-AG-3 ANDRADAS Agata Py
ALF-VI* ALFENAS Vivaldi pvy ™
ARA-MO* ARAXA Monalisa pPVYN™N
CA-AG-1 CAMPOS ALTOS Agata pPVY™N
CA-AG-2 CAMPOS ALTOS Agata pPVY™N
COR-AG* COROMANDEL Agata PVY™
DMO-AG-1  DELFIM MOREIRA Agata PVY
DMO-AG-2  DELFIM MOREIRA Agata pPVY™
IND-AG-1 INDIANOPOLIS Agata PVYTN
IND-AG-2 INDIANOPOLIS Agata PVYTN
IPU-MA* IPUIUNA Markies PVYNT™N
MF-AG-42 MARIA DA FE Agata PVYTN
MF-AG-52 MARIA DA FE Agata PVYTN
MF-AG-103 MARIA DA FE Agata PVYT™N
MF-AG-105 MARIA DA FE Agata PVYTN
MV-CL MONTE VERDE Clone PVYT™
OF-CHIP OURO FINO Chipie Pv:{TVU_
-Wi
PA-EP POUSO ALEGRE  EXcelente PVY
pouso ‘
PER-AG-50 PERDIZES Agata PUY
PER-AG-60 PERDIZES Agata PM
SENADOR PVY
SA-CL AMARAL Clone
SAC-AG SACRAMENTO Agata pvy™
SAT-AG* SACRAMENTO Agata PVYT™N
SGOT-AR SAO GOTARDO Arrow Pvy™
SJ-CHI-1 SANTA JULIANA Chipie pvyW
SJ-CHI-2 SANTA JULIANA Chipie Pvﬂ:
SERRA DO ‘ PVY
SS-AG-1 SALITRE Agata -
SERRA DO < PVY
SS-AG-2 SALITRE Agata
TAP-AG* TAPIRA Agata PVY'™

*|solados pertencentes a cole¢do de virologia daAUF
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2.3 Sintomatologia induzida na cultivar Agata pelos diferentes variantes de

PVY

A avaliacdo de sintomas do virus nas plantas dAgata foi realizada
de forma comparativa entre os isolados estudadagntd trés geracdes
sucessivas, em condicdes de casa de vegetacao.

Na primeira geracdo, os tubérculos sadios da cvatéAgoram
submetidos a quebra de dorméncia com bissulfureto cdrbono, na
concentracdo de 25 mifirpor 72 horas. Ap6s brotacdo, foram plantados em
vasos de 5 kg e, logo apds a germinacao, as plantam analisadas por meio
do teste sorolégico DAS-ELISA, para comprovacdosda sanidade. No
estadio de quatro a cinco folhas, as plantas coragemnente sadias foram
inoculadas mecanicamente, utilizando-se o tamp&tatto 0,01M, pH 7,
contendo sulfito de s6dio na mesma molaridade, osndiferentes isolados
estudados. O experimento foi constituido por blazasualizados, com uma
planta por parcela e quatro repeticdes, totalizah?i@ plantas, que foram
mantidas em casa de vegetacao para posterior abgerdos sintomas e coleta
dos tubérculos no final do ciclo (fevereiro a adel 2011). Na avaliacdo dos
sintomas, esses foram classificados em auserdessfrmédios e severos.

Na segunda geracdo, os tubérculos colhidos foegtantados, apds
quebra de dorméncia, e reanalisados conforme tesanteriormente. O
mesmo procedimento foi empregado para obter asaglale terceira geracao.
O plantio na segunda geracéo foi feito no pericudho a agosto de 2011 e
0 da terceira geracao feito de outubro a dezemisty que o ciclo da cv.
Agata dura, em média, trés meses. Apds a emergéaciagunda e na terceira
geracgédo de plantas, os sintomas foram avaliadazdmente e classificados

conforme mencionado anteriormente.
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2.4 Sequenciamento completo do genoma de isolados de PVY

Quatro isolados de PVY coletados em Minas Geraisds dois do
grupo PVYY'' (D-AG-2 e PA-EP) e dois do grupo PY¥' (TAP-AG e ALF-
VI), tiveram os seus genomas analisados em teasatie correlacionar os
sintomas observados nas plantas com as carac@sigindmicas de cada um.
Os dois primeiros foram sequenciados neste trabaltas dois outros ja
haviam sido sequenciados anteriormente.

Para o sequenciamento foi feita a extragdo do RNRTePCR
empregando-se uma série plimers especificos previamente listados por Hu
et al. (2009), capazes de gerar 28 amplicons so$i@pao longo do genoma
do virus.

A extracdo do RNA foi feita a partir de folhas denb infectadas com
PVY, seguindo o protocolo Dellaporta | e a RT-PGR realizada em dois
passos separados, utilizando-se, para a sintesl@Ni&, a enzima Superscript
Il (Invitrogen) e oprimer oligo dT. Para a amplificacdo do DNA, utilizoue
kit de alta performance LA Taq DNA polimerase (Trakinc.), empregando-se
4 pares deprimers desenhados para gerar dois grandes fragmentos. &po6
amplificacdo desses dois fragmentos para cada wmistdados propostos,
estes foram purificados utilizando-se o Wizard S¥ &it PCR Clean Up
System (Promega) ou o reagente ExoSap (USB).

Apés a purificacdo, os cDNAs foram enviados pagpenciamento na
Genewiz Inc. e as sequéncias obtidas foram unigtasocauxilio do programa
DNABaser. As sequéncias finais foram analisadas peigrama BLAST e os
alinhamentos multiplos foram feitos pelo programh@STALW?2, utilizando-
se, para comparacdo, alguns dos isolados de P\pordieis noGenBank
(Tabela 2). As arvores filogenéticas foram condasiipor meio do programa
MEGA 4.0 (MOLECULAR EVOLUTIONARY GENETICS ANALYSIS-
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MEGA, 2011) com bootstrap, considerando valoresesops a 2.000

repetigcdes.

Tabela 2 Relagdo dos isolados Botato virusY (PVY) disponiveis no
GenBank empregados para a comparacdo das sequénciac@enét

com as sequéncias dos isolados estudados

ESTIRPE/ AUTOR/
ACESSO ORIGEM ISOLADO | 22 ANTE PUBLICACAO
AJ890344 ALEMANHA DITTA PVY'™N Schubert et al.
(2007)
AY166866 CANADA Tu 660 PVYy™ Nie e Singh (2003)
U09509 CANADA 139 PVY Singh et al. (1997)
EU182576 CHINA SD1 PVY Wen et al. (2010)
HQ631374 CHINA HN1 PVY™ Hu et al. (2011)
AJ890348 FRANCA Adgen PVY Schubert et al.
(2007)
DQ157180 EUA NE-11 PVY Piche et al. (2006)
AY884984 EUA RRA 1 PVYANTN Lorenzen et al.
(2006)
AY884982 EUA 423-3 pvym™ Lorenzen et al.
(2006)
AF463399 EUA NM NM Fellers et al.
(2002)
AY884983 EUA Mont PVY Lorenzen et al.
(2006)
EF026074 EUA Oz PVY Baldauf et al.
, (2006)
AY884985 EUA Alt Py Wi Lorenzen et al.
(2006)
DQ008213 EUA PN10A PVY'© Lorenzen et al.
(2005)
FJ666337 POLONIA N Nysa PVY Golnik, Szyndel e
Chrzanowska
i (2009)
AJ890349 POLONIA LW PVvY Schubert et al.

(2007)
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3 RESULTADOS

3.1 Sintomatologia induzida nas plantas da cv. Agata pelas estirpes/

variantes de PVY estudados

Os sintomas induzidos nas plantas cv. Agata esfiesentados na
Tabela 2. Um isolado do tipo PVY AD-AG-2, e mais trés isolados
pertencentes ao variante P\V¥, ALF-VI, MF-AG-105 e SGOT-AR, ndo
induziram sintomas visiveis nas plantas infectadaprimeira geracéo. Assim
sendo, ndo se pode correlacionar o variante genéa PVY com a
intensidade de sintomas apresentada pela plariiatd cv. Agata infectada,
mesmo porque alguns isolados pertencentes ao teaRsY\™ foram capazes
de induzir sintomas que variaram de fracos a sevée sintomas, de modo
geral, se intensificaram da segunda geragdo entediamlicando correlagédo
com a concentracdo de virus nas plantas. Notaisetanto, que a maioria dos
isolados do tipo PVY"', que foram inoculados, induziram sintomas leves a
intermediarios, até a terceira geracdo. Consideraadque, geralmente, a
concentracdo de inéculo é maior nas inoculacdesammaxs do que na
inoculagdo com vetores. Provavelmente, no campggseplantas, quando
inoculadas pelo vetor, também ndo mostrariam siasom

Conforme era esperado, nenhum dos isolados agugiaekis foi capaz
de induzir sintoma de anéis necréticos nos tubéscda ‘Agata’, mesmo o
virus estando presente em elevadas concentracésh@oculos e apos longos
periodos de armazenamento em camara fria.
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Tabela 2 Sintomas induzidos pelos isolados de Pstifdados nas plantas de
batata cv. Agata

ALF-VI PVYN PVY'™N SS M+ M+
ESTIRPE 18 22 32
ISOLADO  SOROTIPO  -enETiIcA  GERACAO  GERACAO  GERACAO
AD-AG-1 PVY® PVYTW M M + M +
AD-AG-2 PVY® Py W Ss M M
AD-AG-3 PVY© VA0 M M M+
PA-EP PVY’ PVYNW M M + M+
PER-AG-50 PVY Py W M M+ + M+ +
PER-AG-60 PVY pvyNW M M+ + M+ +
SJ-CHI-1 PVY pyyNW M+ M + M+
ALF-VI Pvy" pvyN™ SS M+ M+
ARA-MO PvyYN pPvyN™ M+ M + M+
CA-AG-1 PvYN pvyN™ M M + + M+ +
CA-AG-2 PvYN pvyN™ M M + + M+ +
DMO-AG-1 PVY® PVY® M M + M+
COR-AG PVY' pvyN™ M M M
DMO-AG-2 PVYY pPvyN™ M+ M + + M+ +
IND-AG-1 pPvyN pvyN™ M M + + M+ +
IND-AG-2 pvyN pvyN™ M M + + M+ +
IPU-MA PvyN pvyN™ M M + M+
MF-AG-52 PVY® pvyN™ M M + M
MF-AG-42 PVY" pPvyN™ M M + + M + +
MF-AG-103 PVY' pPvyN™ M M + M+
MF-AG-105 PVY' pvyN™ ss M M+
MV-CL pvyN pvyN™ M M + + M+ +
OF-CHIP PVY! pPvyN™ M+ M + M+ +
SA-CL PVYN pvyN™ M + + M + + M+ +
SAC-AG PVYN pPvyN™ M M + M+
SAT-AG PVYN pvyN™ M M + M+
SGOT-AR PVY pvyN™ Ss M + M+ +
SJ-CHI-2 PVY pPvyN™ M+ + M+ + M+ +
SS-AG-2 PVY pvyN™ M + M+ + M+ +
SS-AG-1 PVY pvyN™ M + M + + M+ +
TAP-AG PVYY pvyN™ M M + + M+ +

SS: sem sintoma; M: mosaico fraco; M +: sintoimésrmediarios; M + + sintomas
severos
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Figura 1 Sintomas do PVY em folhas de batata catd\gA: mosaico severo;
B: mosaico intermediario; C: mosaico fraco; D: ssntoma

3.2 Sequenciamento e andlise dos genomas

Foram analisados quatro isolados de PVY, sendodétés coletados e
sequenciados em 2011, neste trabalho, o PA-EP @R pertencentes ao
variante PVY"™W| e dois pertencentes a colecdo de virus da UFIMR-AG e
ALF-VI, sequenciados anteriormente e classificadosmo sendo do tipo
PVYN™N Esses isolados foram escolhidos porque AD-AG-LE-VI ndo

induziram sintomas quando inoculados mecanicamemeplantas da cv.
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Agata, na primeira geracdo, enquanto os outros iddisziram mosaico na
primeira geracdo, que aumentou de intensidadeerag@gs seguintes.

No alinhamento multiplo, tanto a identidade delenttdeos entre os
dois isolados do tipo PV¥' como a identidade entre os dois isolados
PVYN™ foram de 99%, enquanto a identidade entre osdeslslVilga e NTN
foi de 91% (Tabela 3). Quando os isolados Wilgarforcomparados com
isolados semelhantes (Wilga e N:O) @enBank(Tabela 2), a identidade foi
de 97%, enquanto as identidades com os isoladoarsomariaram de 94% a
97%, com isolados necroéticos de 84% a 92% e coreamsnbinantes NTN e
NA/NTN foi de 91% e 85%, respectivamente. Compamasel os dois isolados
NTN com os outros semelhantes @enBank(Tabela 2), a identidade com
isolados variou de 90% a 99%. A identidade comotadk NA/NTN foi de
90%, com isolados de PVWariou de 91% a 97% e com isolados comuns, de
99% a 91%.

A identidade de aminoacidos entre os isolados aVigtudados
também foi de 99% e, entre esses e os isolados FoINle 95%. Quando
comparados com os isolados semelhantes (Wilga ¢ NoOGenBank as
similaridades foram de 97% e 98%, respectivaméntdentidade entre esses
e 0s comuns d@enBankvariou de 96% a 97%; entre esses e 0s necroteos d

93% a 95% e entre eles e os variantes NTN, de 928¢@&



Tabela 3 Porcentagem de identidade de nucleot&laasinoacidos do genona dos isolados TAP-AG, ALFAD-AG-
2, PA-EP, em compara¢do com a sequéncia de owresskis isoalados de PVY depositadoSemBank

: Oz 423-3 PN10A
aa ALT Wi MONTN o NTN N:O AD-AG-2 PA-EP TAP-AG ALF-VI NE-11
ALT Wi 88 94 94 97 97 97 93 93 87
MONT-N 95 83 93 87 86 86 93 93 96
0z-0 95 91 88 95 96 95 88 88 93
423-3-NTN 97 97 93 92 91 91 99 99 92
PN10A- N:O 98 94 96 93 97 97 92 92 86
AD-AG-2- Wi 97 93 97 95 98 99 91 91 85
PA-EP- Wi 97 93 97 95 98 99 91 91 85
TAP-AG -NTN 97 97 93 99 95 95 95 99 91
ALF-VI- NTN 97 97 93 99 95 95 95 99 92
NE-11-N 95 99 91 97 94 93 93 97 97
TUG60-NTN 93 97 91 95 93 92 92 95 95 97
RRA-NA/NTN 94 98 91 96 93 92 93 95 96 98
DITTANTN 96 97 93 99 95 94 94 98 98 96
N NYSA N 97 96 93 98 96 95 95 98 98 96
SDIN 97 95 93 97 96 95 95 97 97 95
LW O 97 93 95 95 98 97 97 95 95 93
01390 94 90 98 92 95 96 96 92 92 90
Adgen C 93 91 95 92 93 93 93 92 92 91
HN1 NTN 97 97 93 99 96 95 95 99 99 97
NM 91 90 93 91 92 92 92 91 91 90

08



Tabela 3, conclusao

aa nt TUG60 RRA DIT N SDI LW 0 139 Adgen HN1 NM
TA Nysa
ALT Wi 86 86 93 94 93 97 92 87 94 85
MONT-N 96 96 93 82 88 86 82 84 93 82
0z-0 83 83 88 89 88 94 97 90 89 86
423-3-NTN 90 90 99 97 92 92 88 86 99 84
PN10A- N:O 85 85 92 93 92 98 93 88 92 85
AD-AG-2- Wi 84 85 91 92 91 97 94 88 91 85
PA-EP- Wi 84 85 91 92 91 97 94 88 91 85
TAP-AG -NTN 90 90 98 97 92 91 88 86 98 84
ALF-VI- NTN 90 90 99 97 92 91 88 86 99 83
NE-11- N 95 95 91 91 87 86 83 83 91 82
TUG660-NTN 99 90 90 86 85 82 84 90 82
RRA-NA/NTN 99 90 90 86 85 83 83 90 83
DITTANTN 95 95 97 92 91 88 86 90 84
N NYSA N 95 95 98 93 92 89 86 97 84
SDIN 94 94 96 97 92 88 85 92 82
LW O 92 92 95 95 95 93 88 92 85
01390 90 90 92 93 92 94 89 88 86
Adgen C 92 92 92 92 92 92 94 86 88
HN1 NTN 95 96 98 98 97 95 92 92 85
NM 90 90 91 91 91 91 92 93 91

18
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A arvore filogenética construida com base na ssmjaé&le nucleotideos
mostrou a formacdo de dois grandes clados, comsaladbs Wilga, aqui
estudados, se agrupando em um deles, juntamenteosoisplados comuns,
EF026074 dos Estados Unidos, U09509 do Canada 360849 da Polbnia,
com o qual se mostrou mais estreitamente relacmnaeh isolado necrético de
PVY, denominado de NM, o AF-463399, originado dostaBos Unidos,
também se agrupou no mesmo clado, embora em umdzgubgrupo, onde
permaneceu isolado. O isolado Wilga, AY884985, Estsdos Unidos, utilizado
neste trabalho para comparacao, ficou agrupadegundo clado, préximo aos
isolados NTN estudados neste trabalho e os demaladbs utilizados para
comparacdo. O isolado NTN, que apresentou maiotimpidade dos isolados
NTN estudados nesse trabalho, foi o AY884982, diwados Unidos.

A &rvore obtida quando se fez o alinhamento ddaados apresentou
maior numero de subdivisbes com os isolados AF9®38U09509, isolados
em dois clados e os demais, no terceiro clado, Betesua vez, se subdividiu
em dois gsubgrupos, um contendo um isolado de P\BYAJI890348, e o
segundo, contendo os demais isolados. Novamentésotalos Wilga aqui
estudados se agruparam perto dos mesmos isolasi@&stmlos Unidos, Canada
e Polbnia, dessa vez um pouco mais perto do iscdtR84985, embora em
ramos separados do mesmo subgrupo. Os isoladodNTipotambém ficaram

mais préximos dos isolados semelhantes.
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4233 NTN
100| ALF VI NTN
TAP AG NTN
DITTA NTN

L ALT NWi
100 F SDIN

NE11 N
MONT N

TU 660 NTN
100l RRA NA/NTN

89

100

50 100

91

I_ CAdgen C
100 L PN10A NO
NNysa N
HN1 NTN
NM
100f 0139 O
56 0zO
100fLWO
1001 AD AG 2 NWi
100l PA EP NWi

5 4 3 2 1 0

Figura 2 Arvore filogenética obtida com base nauéagia de nucleotideos dos
isolados PA-EP, AD-AG-2, TAP-AG e ALF- VI, compamdcom os
isolados disponiveis n@&enBank Os valores de boostrap foram
obtidos por meio do programa MEGA, UPGMA, com 2.888eticbes
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423-3NTN

95t DITTA NTN

HNI NTN

TAP-AG NTN

ALF-VI NTN

- MONT N

- NE-11 N

89651 TUGB60 NTN

RRA NA-NTN

NNysa N

- SDIN

- ALT Wi
PN10A N-O

{ LW O
AD-AG-2 Wi

‘[ PA-EP Wi

—0z0

——— Adgen C

NM

139 0

6]

10

79

100
9]

100
99

14 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

Figura 3 Arvore filogenética obtida com base nauéagia de aminoacidos dos
isolados esudados comparados com os isolados dsponno
GenBank Os valores de boostrap foram obtidos por meiprdgrama
MEGA, Neighbor Joining, com 2.000 repeticbes
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4 DISCUSSAO

De modo geral, observou-se que o0s isolados Wilgaeseptaram
tendéncia de induzir sintomas mais leves na cvidgems trés geracoes. Isso
também foi observado para outras cultivares (CHRQMWNSKA, 1991; 1994;
FIGUEIRA, 1999). Sabe-se que os sintomas induzmwsPVY podem variar
com o gendtipo e a idade do hospedeiro, a estigpeacentracdo do virus e
fatores ambientais, como temperatura, podendondegide infeccdo latente até
necrose pronunciada de folhas e morte das plaB@isX; PIRON, 1990).

Com a alta variabilidade genbémica do PVY, frequemete, novos
isolados tém sido encontrados em diversas partemultdo. Os primeiros
relatos sobre a estirpe PYY' foram feitos por Chrzanowska (1991, 1994),
quando estudou um novo isolado de Pydetectado em 1984, na cv. ‘Wilga’,
em campos do nordeste da Polénia, que ocorria tam abncentracdes nas
plantas de batata e era altamente disseminavehmpa Segundo este autor,
esse isolado induzia sintomas leves de mosaicapemparacdo com os isolados
conhecidos anteriormente, além de ndo reagir coantirorpo monoclonal
especifico para PVY produzido pela Bioreba. Esse isolado foi capaz de
infectar cultivares resistentes ao PN¥ausando grandes prejuizos nas lavouras
de batata.

Em outros locais onde esse virus ocorre, o meswiglgma tem sido
observado. Gray et al. (2010) observaram que, merae, PVY™ e pvy'W
tendem a induzir sintomas menos severos nas lavdoesaEstados Unidos e do
Canada, na maioria das cultivares de batata, quasmdparados ao isolados do
tipo PVY°. Entretanto, neste trabalho, o isolado DMO-AG!assificado como
PVY®, induziu sintoma de mosaico na cv. Agata, quenfenos severo que
alguns dos isolados NTN inoculados, demonstrangmade variabilidade dos
isolados de PVY.
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Embora os dois isolados Wilga e os dois NTN estoslatnham
induzido diferentes reagbes na cv. Agata, na prargéracio, quando 0s seus
genomas foram analisados, ndo foram encontradasdegadiferencas na
sequéncia de nucleotideos e aminoacidos. Assimosenfikre-se que a ndo
inducdo de sintomas pelos isolados AD-AG-2 (WilgadLF-VI (NTN) na cv.
Agata pode ser devido a diferentes concentra¢deswieno indculo empregado
durante a transmissdo mecénica ou se deve a psqubifEencas nos
amino4cidos da proteina viral, capazes de tornas@ados mais ou menos
infectivos durante a primeira geracao da planta.

O fato de ndo apresentar sintomas ou apresentamsia leves, que
podem passar despercebidos no campo, pode atardajogo para o produtor
de batata consumo, entretanto, € altamente preggugara o produtor de batata
semente, que ndo reconhece as plantas infectadasasi@o do “roguing” e
pode estabelecer lavouras com altos indices dec#denas proximidades de
lavouras de outras cultivares mais suscetiveistitoimdo uma fonte de inéculo
com alto potencial de disseminacdo. Gray et all@6hamaram a atencao para
o fato de que plantas com sintomas amenos passaperdebidas durante
inspecdes de campo, de modo que as plantas indsctemhtinuam sendo
remultiplicadas, dando ao patdgeno maior chana arodificar geneticamente
em plantios sucessivos. Segundo os mesmos auttaedato pode ter
contribuido para um aumento da incidéncia dos rbomamtes necroéticos do
PVY.

Assim sendo, no Brasil, onde a ‘Agata’ é, atual®eat cultivar mais
plantada, provavelmente, o fato de ela ndo apmassiritomas, além de estar
propiciando o aparecimento de novos isolados gemetinte diferentes, deve
estar sendo um fator de alto risco para os proesithe sementes que ainda néo

atentaram para esse problema.
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5 CONCLUSOES

a) a maioria dos isolados do tipo PYY e do tipo PVY'™ induziu

b)

d)

sintomas na cultivar Agata, sendo que isoladosadka ¢ipo no
induziram sintomas, tornando a correlacdo entreérais de
sintomas e variante genético inconsistente;

de modo geral, os sintomas foram mais brandos imaejpa

geragéo, se intensificando nas geragfes seguintes;

0s sintomas induzidos pelos isolados do tipo Wilgam menos
severos que os induzidos pelos isolados do tipo;NTN

a comparacéao entre os genomas dos isolados querardie os que
nao induziram sintomas ndo apresentou diferengasfisativas

para explicar esse comportamento.
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